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于 悬浮 培养 内 胚层 祖 细胞 的 方法 和 组 合 物 
(57) 摘要 
本 文中 提供 了 用 于 使 已 在 限定 条 件 下 扩 增 和 
/或 维持 的 诱导 多 潜能 干细胞 体外 分 化 成 能 够 产 
生 单 激素 B 细胞 的 内 胚层 前 体 细胞 (EPC 的 方 
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子 一 


权 利 


L. 产生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 的 方法 , 其 包括 : 
a) 在 包含 激活 和 蛋白 A 或 Nodal 的 无 血清 培养 基 中 培养 多 潜能 干细胞 ;以 及 


b) 在 无 血清 培养 基 中 之 含有 BMP4、VEGF、FGF2 和 EGP ff) 
到 的 细胞 以 选择 性 地 促进 自我 更 新 的 内 


要 求 书 
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胚层 祖 细 胞 的 生长 。 


浮 培 养 物 中 培养 从 步 又 


2. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 还 包括 c) 将 所 述 内 胚层 祖 细胞 与 胰岛 B 细胞 促 生 长 因 


起 培养 以 实现 单 激素 胰 上 
3. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 a) 中 的 所 述 无 血清 
4. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 a) 中 的 所 述 培养 
5. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步 又 a) 中 的 所 述 培养 
6. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 a) 中 的 所 述 培养 进 
T. 权利 要 求 6 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 a) 中 的 所 述 培养 ; 


B 细胞 的 形成 。 


E 基 包含 激活 蛋白 Ao 


其 还 包含 Wnt3A 或 GSK3 Fi 
FEA LF Wnt 3A 或 GSK3 ftn 
TAA 天 至 12K. 


TAL ARE 8 Ko 


8. 权利 要 求 1 所 述 的 方 活 , 其 中 步骤 a) 中 的 所 述 培养 以 贴 壁 培养 进行 。 
9. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 来 自 步 又 a) 的 细胞 包括 定形 内 胚层 细胞 和 内 胚层 祖 细 
胞 的 群 。 


10. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步 又 a) 中 使 用 的 所 述 无 
潜在 TGF-B 44448 A Nodal GSK3 抑制 剂 、 促 滤 泡 素 抑 带 
KA 1. IndolactamV ARIES 5 


清 培 养 基 还 包含 TGF- B . 


半生 长 因子 。 


| 素 相 关 和 蛋白 (FSRP) ,Dickkopf 相 


11. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 pb) 中 的 所 述 巧 浮 培 养 物 还 包含 激活 蛋白 A。 
12. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 b) 中 的 所 述 基 浮 培 养 物 还 包含 TGF B 。 
13. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 p) 中 的 所 述 培养 进行 至 少 约 7 天 至 40 天 。 


14. 权利 要 求 13 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 b) 中 的 所 述 培养 ; 
15. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 
16. 权利 要 求 15 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 ROCK it 


,其 中 在 ROCK 抑制 3 


LAF BDA) 7 天 至 25 天 。 
剂 存在 下 发 生 步 又 b) 中 的 所 述 培养 。 
| 剂 是 Y-27632 BK H1152. 


Vr. 权利 要 求 15 所 述 的 方法 ,其 中 在 约 12 小 时 后 除去 所 述 ROCK 抑制 剂 。 
18. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 b). 中 的 所 述 巷 浮 培养 物 还 包含 基 膜 制备 物 。 


19. 权利 要 求 16 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 


度 存在 。 
20. 权利 要 求 19 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 基 膜 制 备 物 以 约 0. 3mg/mL 至 约 0. 6mg/mL 的 终 
浓度 存在 。 


维持 。 


21. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 , 其 还 包括 大 约 每 5 天 使 步骤 b) 中 的 所 述 
并 重新 聚集 。 


基 膜 制备 物 以 约 0. O6mg/mL 至 0. 6mg/mL 的 终 浓 


悬浮 培养 物 解 离 


22. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 将 步骤 b). 中 的 所 述 悬 浮 培养 物 维持 在 转 瓶 中 。 


23. 权利 要 求 22 所 述 的 方法 ,其 中 以 约 


AOrpm 至 70rpm 运行 所 述 转 瓶 。 


24. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 将 步 又 b) PITA TPS ROE ABE eC TET SV) 


25. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 , 其 中 将 步骤 b) 中 的 所 述 内 胚层 2 


mL 至 2, 000, 000 细胞 /mL JY EE: kw 


26. 权利 要 求 25 所 述 的 方法 ,其 中 将 步 


mL 至 500, 000 细胞 /mL — 


HA EJ 2^) 250, 000 细胞 / 


DR b) 中 的 所 述 内 胚层 细胞 以 约 250, 000 细胞 / 
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27. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 内 胚层 祖 细 胞 表达 CXCR4、CD34 和 


CD117 (c-KIT) 。 


28. 权利 要 求 27 所 述 的 方法 ， 


CD31 中 的 至 少 一 种 。 


其 中 所 述 内 胚层 祖 细 胞 还 表达 Sox 17, FoxAl, FoxA2 和 


29. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自 我 更 新 的 内 胚层 祖 细 胞 的 形成 不 需要 MEF 饲养 


层 或 MEF 条 件 化 培养 基 的 存在 。 


30. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 潜能 干细胞 是 胚胎 干细胞 或 诱导 多 潜能 干 细 


胞 。 


31. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 发 生 在 20% FAP 
32. 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 发 生 在 低 氧 条 件 下 。 


33. 权利 要 求 32 所 述 的 方法 ， 


件 下 。 


其 中 在 步骤 a) 之 前 ,将 所 述 多 潜能 干细胞 维持 在 低 氧 条 


34. 权利 要 求 2 所 述 的 方法 , 其 中 在 进行 步骤 c) 的 所 述 培养 之 前 ,纯化 所 述 内 胚层 衫 细 


胞 。 


35. 权利 要 求 2 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 胰岛 B 细胞 促 生 长 因子 包括 AMP 活化 蛋白 激酶 


(AMPK) 的 有 效 抑制 剂 `.BMP FTI] hedgehog 抑制 剂 、.Y — 分 沁 酶 抑制 剂 、ALK5 抑制 剂 、 视 黄 
e. FGF10.B27 和 Wnt3A 或 GSK3 抑制 剂 。 


36. 权利 要 求 2 所 述 的 方法 , 其 还 包括 : 
D 将 所 述 内 胚层 祖 细胞 与 BMP 持 抗 剂 .Wnt3A 和 FGF 10 一 起 培养 以 实现 前 肠 内 胚层 细 


胞 的 形成 s 


ii) 将 所 述 前 肠 内 胚层 细胞 与 B27、BMP Fa StF] Hedgehog 抑制 剂 、 视 黄 酸 和 FGF10 一 起 
培养 以 实现 胰腺 内 胚层 细胞 的 形成 ; 


37. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 ， 


— 


38. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 ， 


40. 权利 有 要求 36 所 述 的 方法 
KEH. 


41. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 , 其 中 
42. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 , 其 


SB431542。 


43. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 ， 


EU. 


44. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 ， 


iii) 将 所 述 胰腺 内 胚层 细胞 与 B27、BMP 拷 抗 剂 、y -分 泌 酶 抑制 剂 和 ALK5 抑制 剂 一 起 
培养 以 实现 内 分 泌 前 体 细胞 的 形成 ;以 及 
iv) 将 所 述 内 分 泌 前 体 细胞 与 BMP 持 抗 剂 、 ALK5 抑制 剂 . 胰 岛 素 葡萄 糖 和 烟 酰 胺 一 起 
培养 以 实现 单 激素 胰岛 B 细胞 的 形成 。 


又 iv) 还 包括 诱导 所 述 细胞 表达 Ergl。 


其 中 所 述 细胞 包含 编码 Brgl 的 诱导 型 表达 盒 并 且 其 中 步 


其 中 所 述 细胞 包含 编码 Gfil 的 诱导 型 表达 盒 并 且 其 中 步 


又 iv) 还 包括 诱导 所 述 细胞 表达 Gfil。 
39. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 ， 
,其 中 步骤 ii). iii) 和 iv) 中 使 用 的 所 述 BMP 持 抗 剂 是 


其 中 步骤 1) 中 使 用 的 所 述 BMP 后 抗 剂 是 dorsomorphin。 


步 又 iii) 中 使 用 的 所 述 y- 分 泌 酶 抑制 剂 是 DAPT。 
中 


aR iii) 和 iv) 中 使 用 的 所 述 ALK5 抑制 剂 是 


其 中 步骤 ii) 中 使 用 的 所 述 Hedgehog 抑制 剂 是 KAAD- 环 


HERP i) ii) W iii) 中 的 所 述 培养 各 上 自 进 行 约 3 天 
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但 不 表达 胰 高 ] 
53. 权利 要 求 52 所 述 的 方法 
54. 权利 要 求 52 所 述 的 方法 


45. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 
46. 权利 要 求 36 所 述 的 方法 
47. 权利 要 求 46 所 述 的 方法 


48. 权利 要 求 2 所 i 
49. 权利 要 求 2 所 i 
50. 权利 要 求 2 所 i 
51. 权利 要 求 2 所 i 
52. 权利 要 求 2 所 i 


jl 
o 


WE ER. 


55. 权利 要 求 2 所 


57. 权利 要 求 4 所 


权 Fl Z k Ë 3/3 Wi 
,其 中 步骤 iv) 中 的 所 述 培养 进行 约 4 天 至 10 天 。 
,其 中 将 所 述 单 激素 胰岛 B 细胞 培养 1 周至 4 周 。 
,其 中 在 悬浮 培养 物 中 培养 所 述 单 激 系 胰 怠 B 细胞 。 
述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 包括 贴 壁 培养 。 
述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 物 包 含 基 膜 制备 物 。 
述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 发 生 在 低 氧 条 件 下 。 
述 的 方法 , 其 中 所 述 培养 物 不 含 MEF 饲养 细胞 和 MEF 条 件 化 培养 基 。 
述 的 方法 , 其 中 所 述 单 激素 胰岛 B 细胞 表达 PDX-1、 胰 岛 素 和 C HR, 


述 的 方法 


述 的 方法 


,其 中 所 述 单 激素 胰 
56. 权利 要 求 55 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 单 激素 胰岛 
,其 中 所 述 GSK3 扣 


,其 中 所 述 单 激 参 胰岛 
,其 中 所 述 单 激素 胰 


岛 


B 细胞 不 表达 促 生长 素 抑 肯 
ry B 细胞 表达 低 水 平 的 促 生 长 妹 抑 制 


| o 


B 细胞 的 纯度 为 至 少 约 12%. 


58. 产生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 聚集 体 的 方法 ,其 包括 : 
a) 在 包含 激活 和 蛋白 A 或 Nodal 的 无 ] 
的 诱导 ;以 及 


b) 在 无 血清 培养 3 


TEE 


基 中 之 含有 BMP4.VEGP.FGF2 和 EGF 或 其 同 源 物 的 悬 


所 述 内 胚层 细胞 以 实现 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 聚集 体 的 形成 


59. 权利 要 求 58 所 述 的 方法 
60. 权利 要 求 58 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 b). 中 的 所 述 巧 浮 培 养 物 还 包含 激活 和 蛋 


,其 中 步骤 a) 中 的 所 述 无 } 


B 细胞 的 纯度 为 至 少 约 20%。 
jj 制剂 是 CHIR 99021. 


基 中 培养 多 潜能 干细胞 以 实现 内 胚层 细胞 


浮 培 养 物 中 培养 


— 


基 包 含 激 活 蛋 


AA. 


61. 权利 要 求 58 所 述 的 方法 ,其 中 步骤 b) 中 的 所 述 基 译 培养 物 还 


62. 产生 目 我 更 新 


a) 在 包含 激活 和 蛋白 A 的 无 } 


b) 在 无 血清 培养 3 


的 内 胚层 


祖 细 胞 的 方法 


,其 包括 : 


TEE 


从 步骤 a) 得 到 的 细胞 


63. 权利 要 求 62 所 述 的 方法 


基 中 培养 多 潜能 干细胞 ;以 及 
基 中 之 含有 激活 蛋白 A、BMP4、VEGF、FGF2 和 EGF Hf 


AA. 


不 包含 TGF B 。 


浮 培养 物 中 培养 


以 选择 性 地 促进 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 的 生长 。 


,其 中 步骤 中 的 所 述 悬 浮 培养 物 还 包含 TGP B 。 
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用 于 悬浮 培养 内 胚层 祖 细 胞 的 方法 和 组 合 物 


[0001] ”本 申请 要 求 于 2013 年 4 月 3 日 提交 的 美国 临时 申请 号 61/808, 003 的 优先 权 权 益 ， 


其 全 部 内 容 通过 引用 并 入 本 文 。 


CD 


背景 技术 

[0002] 1. 技术 领域 

[0003] ”本 发 明 一 般 性 地 涉及 内 分 泌 学 、 干 细胞 和 分 化 细胞 领域 。 更 具体 地 , 本 发 明 涉 及 由 
未 分 化 细胞 在 悬浮 培养 物 中 产生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 。 

[0004] 2. 相关 技术 说 明 

[0005] ”内 胚层 衍生 组 织 〈 包 括 胰 腺 ) 潜在 地 可 用 于 细胞 蔡 代 治疗 。 可 能 的 是 ,由 多 港 能 
干细胞 (pluripotent stem cell, PSC) 通过 顺序 暴露 于 模拟 胚胎 形态 发 生 的 细胞 因子 来 
体外 产生 在 发 育 期 间 形 成 原 肠 管 的 定形 内 胚层 (definitive endoderm) 及 其 衍生 谱系 。 
以 此 方式 ,可 由 胚胎 干细胞 (embryonic stem cell, ESO) 和 诱导 多 潜能 干细胞 (induced 
pluripotent stem cell,iPSC) 产生 胰腺 细胞 (D' Amour 等 ,2006 ;Gouon-Evans 等 ,2006) 。 
尽管 这 些 研 究 强调 了 PSC 衍生 的 内 肥 层 组 织 用 于 移植 治疗 的 前 景 ,但 是 仍 存在 若干 障碍 。 
由 PSC 产 生 的 内 胚层 细胞 易于 表现 出 未 成 熟 表 型 , 并且 在 很 多 情况 下 ,不 是 全 功能 的 。 例 
QU, 目前 由 人 ESC 体外 产生 的 大 部 分 胰腺 8 细胞 是 多 激素 (poly-hormonal) 的 并 且 不 是 葡 
萄 糖 啊 应 性 的 (D? Amour 等 ,2006 ;Nostro 等 ,2011) 。 产 生 用 于 移植 之 内 胚层 细胞 的 另 一 
个 障碍 是 扩大 生产 规模 以 产生 所 需 数 目 细胞 的 能 力 , 对 于 胰腺 细胞 而 言 , 这 目前 受 限 于 在 
固体 表面 上 产生 的 必要 性 。 本 发 明 的 一 个 目的 是 提供 避免 了 这 些 限制 的 培养 方法 和 分 离 方 


{ao 


发 明 内 容 

[0006] ”本 发 明 通 过 提供 用 于 产生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 (下 文中 为 “EPC”“EP” 或 “EP 
细胞 ”) 的 有 效 方法 克服 了 本 领域 中 的 一 大 缺陷 。 在 第 一 实施 方案 中 , 提供 了 这 样 的 用 于 产 
生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细 胞 的 方法 , 其 包括 a) 在 包含 激活 蛋白 A(Activin A) 或 Nodal 的 
无 血清 培养 基 中 培养 多 潜能 干细胞 以 实现 内 胚层 细胞 的 诱导 ;以 及 b) 在 无 血清 培养 基 中 
之 含有 BMP4、VEGF、FGF2 和 EGP 或 其 同 源 物 的 悬浮 培养 物 中 培养 所 述 内 胚层 细胞 以 选择 性 
地 促进 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 的 生长 。 在 一 个 实施 方案 中 , 提供 了 这 样 的 用 于 产生 自我 
更 新 的 内 胚层 祖 细 胞 的 方法 ,其 包括 a). 在 包含 激活 蛋白 A AAC LR PES eR EF 
细胞 以 实现 内 胚层 细胞 的 诱导 ;以 及 pb) 在 无 血清 培养 基 中 之 含有 激活 蛋白 A、BMP4、VEGF、 
FGF2 和 EGP 或 其 同 源 物 的 甚 浮 培养 物 中 培养 所 述 内 上 胚层 细胞 以 选择 性 地 促进 自我 更 新 的 
内 胚层 祖 细 胞 的 生长 。 在 一 些 方面 ,步骤 b) 中 的 悬浮 培养 物 还 可 包含 TGF B 。 在 某 些 方面 ， 
内 胚层 细胞 包括 定形 内 胚层 细胞 和 内 胚层 祖 细 胞 的 群 。 在 一 些 方面 ,将 步骤 b) 中 的 内 胚层 
细胞 以 约 10 细胞 /ml 、10 细胞 /ml . 10 "细胞 jnml、10 细胞 /mT 10 5 细胞 /ml 或 可 来 源 于 其 中 
的 任意 范围 的 初 浓度 苹 浮 培养 。 优选 地 , 将 内 胚层 细胞 以 约 250, 000 细胞 /ml 至 2, 000, 000 
细胞 /ml, 更 优选 250, 000 细胞 /ml 至 500, 000 细胞 /ml 的 初 浓 度 悬 浮 培 养 。 
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[0007] 
些 方面 ,步骤 


VES 


T 

fT. 

[0008] 

TGF-B AAE 
相关 和 蛋 


protein 1).IndolactamV 和 /或 胰 
99021. 在 一 些 方面 ,步骤 b) 中 的 培养 可 
15.16.17.18.19.20.21.22.23.24.25 天 ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范 


Ka) 中 的 无 
选 实例 是 CHIR 99021。 

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20 天 ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范 
约 4 天 至 12 天 ,更 优选 约 5 天 至 8 天 。 在 一 些 方 面 ,步骤 a) 中 的 培养 可 以 以 贴 壁 培养 进 


在 一 些 方面 , 步 又 a) 中 的 无 


说 


Bg B 


FES 


清 培 养 基 还 可 包含 Wnt3A 或 GSK3 抑 
基 可 不 包含 Wnt3A 或 GSK3 Mith 
在 一 些 方面 ,步骤 a) 中 的 培养 可 进行 至 少 或 约 1、2、3、4、6、7、8、9、 
范围 ,优选 地 ,所 述 培 养 进 


HERB 
jus 


A (latent TGF- B binding protein) .Nodal.,GSK3 抑制 
E (Follistatin-related protein, FSRP) „Dickkopf 相关 重 
羊 生长 因子 。GSK3 Hih 


b) 中 的 所 述 培养 可 进行 至 少 1、2、3、4、5.6 个 


述 培养 进行 至 少 约 5 天 至 约 40 天 ,更 优选 约 10 天 至 约 15 天 。 在 一 些 方面 ,在 ROCK Hih 
1 剂 可 以 是 Y-27632. H1152 或 HA-100。 


存在 下 可 
面 , 可 在 
[0009] 


HBG i Sz E. AW s. € 
维 
yy. kgs 
THE, 


-L- HA 
蛋白 凝 块 (fibrin clot) AEE F1 AC ECTR 


REF b) 中 的 培养 。ROCK Fifi 
进行 最 初 的 约 12 小 时 培养 之 后 除去 ROCK Flt 
在 一 些 方面 ,步骤 b) 中 的 悬浮 培养 物 还 可 包含 基质 组 分 (例如 
(basement membrane preparation)) 以 支持 细胞 群 的 培养 。 


制剂 的 
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制剂 。 在 另 一 


UF. GSK3 jl 


个 优 


在 一 些 方面 ,步骤 p) 中 使 用 的 内 胚层 祖 细胞 促 生长 因子 还 可 包括 TGF-B 、 潜 在 


日 ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范 


| 剂 。 


A EVE AM Hi 
Á 1 Dickkopf-related 
| 剂 的 一 个 优选 实例 是 CHIR 
行 至 少 或 约 1、2、3、4、6、7、8、9、10、11、12、13、14、 
A. ELST I, aR 
范围 。 优 选 地 ,所 


AE fts 


基质 组 分 的 非 限 制 


[0010] 
的 任意 范 
使 悬 


浮 培养 物 维持 。 
[0011] 


新 的 内 胚层 祖 细胞 的 形成 不 需 
在 一 些 方面 ,培养 发 生 在 
H, AEA ER a) 之 前 ,可 将 多 潜能 干细胞 维持 在 低 
在 一 些 方 面 , 多 潜能 干细胞 可 


在 。 


[0012] 
包括 多 能 干细胞 (mu 


儿 干 细胞 或 成 体 干 旨 


EHE, 例如 造 ] 


范围 ) 天 使 步骤 pb) “PAR 
浮 培 养 物 解 离 并 重新 聚集 。 在 一 些 方面 ,可 
可 以 以 约 40rpm 至 70rpm 运行 转 瓶 。 在 一 些 方面 , 可 将 步 


发 、 聚 -D- A EXER 


昆 合 物 , 例 


EEE EL ERE RR EI. PLO RANER 
如 Matrigel “RAR f AY h 
| 备 物 可 以 以 约 0. 06mg/ml 至 0. 6mg/ml , 优选 约 0. 3mg/ml 至 0. 6mg/ml 的 终 浓度 


在 一 些 方面 ,内 胚层 祖 细胞 可 表达 CXCR4、CD 117(c-KIT) 和 CD34。 在 一 
胚层 祖 细 胞 还 可 表达 Sox17、FOXA1、FOXA2 和 CD31. 
如 ELISA 或 FACS 分 析 ) 或 者 RNA 表达 分 析 〈 例 如 qRT-PCR) 来 检测 。 

要 MEP 饲养 层 或 MEF 条件 化 WEF-conditioned) 培养 3 
常 氧 条 件 下 。 在 一 些 方面 ,培养 发 生 在 低 


IEA 


A 


在 一 些 方 


1 备 物 


性 实例 包括 


Je 
|f 


在 一 些 方面 ,可 大 约 每 1.2.3、.4.6.7、. 8.9、10、11.12、13、14、15( 或 可 来 源 于 其 中 
浮 培 养 物 解 离 并 重新 聚集 。 优 选 地 , 可 大 约 每 4 天 至 5 天 
将 步骤 CPE RTE Ee EE P o 


BR ANE 


Er AL 


氧 


Er AL 


氧 


条 件 下 。 


干细胞 。 在 某 些 方面 ,干细胞 可 分 离 自 脐带 、 胎 
肌 、 皮 肤 和 上 肝 。 


脑 、 外 周 血 、 脐 带 ] 


.H 281 


4d 


fuss 
E SH 


[0013] 


在 某 些 方面 , 所 i 


以 是 胚胎 干细胞 或 
Itipotent stem cel1)、 窒 能 干细胞 或 单 能 干细胞 , 干 细 
干细胞 、 间 充 质 干细胞 神经 干细胞 、 上 皮 干 细胞 和 皮肤 
盘 . 半 水 、 绒 毛 膜 绒毛 、 胚 泡 . 骨髓 、 脂 肪 组 织 、 


述 方法 还 包括 将 内 胚层 祖 细 胞 与 胰 
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诱导 多 潜能 干细胞 。 


aay B 细胞 促 生长 因子 一 


B b) 中 的 基 浮 培养 物 作为 静 ; 


AE 
[M AGN 


些 方面 ,内 
白质 表达 分 析 ( 例 
在 一 些 方面 , 自我 更 


基 的 存 


条 件 下 。 在 一 些 方 


干细胞 还 可 
胞 还 可 包括 胎 


起 增 
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说 BB GB 


S B 细胞 (mono-hormonal pancreatic islet beta cell) 的 形成 。 在 
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一 些 方 面 ,可 在 培养 之 前 对 内 胚层 祖 细 胞 进行 纯化 。 所 述 纯化 可 基于 标志 物 (例如 CD34. CD 


117 和 CXCR4) 的 表达 。 


贴 壁 培养 进行 培养 。 
剂 、BMP f53Ufl. hedgehog 1 
Wnt3A BY GSK3 抑制 剂 。GSK3 Flt 
抑制 剂 存在 下 可 发 生 所 述 进一步 培养 。ROCK H 
在 某 些 方面 ,实现 单 激 系 胰 


[0014] 


在 某 些 方面 , 可 以 以 其 浮 培养 方式 进行 培养 。 在 


些 方面 , 可 以 以 


胰岛 B 细胞 促 生 长 因子 可 包括 AMP 活化 蛋白 激酶 (AMPK 的 有 效 抑制 
RI. y — 分 泌 酶 抑制 剂 、ALK5 抑制 剂 ,. 视 黄 酸 、FGF10、B27 和 
关 剂 的 一 个 优选 实例 是 CHIR 99021。 在 一 些 方面 ,在 ROCK 


ic 


I Fl AY LAE Y-27632. H1152 或 HA-100. 


ar 


岛 B 细胞 形成 的 方法 还 包括 i) 将 内 胚层 祖 细 胞 与 BMP 
拷 抗 剂 、Wnt3A 和 FGF 10 一 起 培养 以 实现 前 肠 内 胚层 细胞 的 形成 ;ii) 将 所 述 前 肠 内 胚层 


细胞 与 B27、BMP FH GLH. Hedgehog 抑制 剂 ` 视 黄 酸 和 FGF10 一 起 培养 以 实现 胰腺 内 胚层 细 


胞 的 形成 ;iii) 将 所 述 胰腺 内 胚层 细胞 与 B27、BMP 乒 抗 剂 、y -分泌 酶 抑制 剂 和 ALK5 抑制 


剂 一 起 培养 以 实现 内 分 泌 前 体 细胞 的 形成 :以 及 iv) 将 所 述 内 分 泌 前 体 细胞 与 BMP 皇 抗 剂 、 


ALK5 抑制 剂 . 胰 怠 素 、 简 欧 糖 和 烟 酰 胺 一 起 培养 以 实现 单 激素 胰岛 B 细胞 的 形成 。 


[0015] 


eR i) 中 使 用 的 BMP 捕 抗 剂 可 以 是 dorsomorphin EX LDN-193189. fii v6 Hh, 


BMP 持 抗 剂 是 dorsomorphin. ABR ii). iii) AI iv) 中 使 用 的 BMP 皇 抗 剂 可 以 是 头 蛋 白 


(Noggin), Gremlin, U 


SAG- 1. ERAR Fl Be 
蛋白 (Sclerostin) MARRAX (Chordin) 。 优 选 地 ,BMP 持 抗 剂 是 头 蛋白 。 步 又 iii) 中 


(Follistatin)、PRDC、Cerberus、Coeo、 壳 便 


使 用 的 y- 分泌 酶 抑制 剂 可 以 是 DAPT、R04929097、BMS-708163、Semagacestat、MK-0752、 
Y0-01027. LY-411575 或 (R)- 气 比 洛 芬 (flurbiprofen) 。 优 选 地 ，Y- 分 泌 酶 抑制 剂 是 


DAPT。 步 又 iii) AM iv) 中 使 用 的 ALK5 jii 


央 剂 可 以 是 SB431542、ALX-270-448、A 83-01, 


EW-7195、KI26894、LY2109761、LY-364947、SB-525334、SB-505124、SD-208、IN-1233 或 


SKI2162。 优 选 地 ，ALK5 抑 氏 


Bl Fl) X SB431542. 


步骤 ii) 中 使 用 的 Hedgehog 抑制 剂 可 以 


是 KAAD- IP E fè (cyclopamine) 、 维 莫 德 吉 (vismodegib)、LY2940680、MRT-10、MRT-83 或 


GDC-0449。 优 选 地 , Hedgehog H4 
在 一 些 方面 ,细胞 可 包含 纪 


[0016] 


含 编码 Gfil 的 诱导 型 表达 盒 。 在 某 些 方面 ,实现 单 激素 胰岛 B 细胞 形成 之 方法 中 的 步 又 
iv) 还 可 包括 诱导 细胞 表达 Gfil1。 在 一 些 方 四 


BRA KAAD- 
413 Ergel 的 诱导 型 表达 盒 。 在 某 些 方面 ,实现 单 激 素 胰 
E B 细胞 形成 之 方法 中 的 步骤 iv) 还 可 包括 诱导 细胞 表达 Ergl1。 在 一 些 方面 ,细胞 可 包 


MEC 


j, 细胞 可 包含 编码 Erel 和 Gfil 两 者 的 诱导 


型 表达 盒 。 在 某 些 方面 ,实现 单 激素 胰 咏 B 细胞 形成 之 方法 中 的 步骤 iv) 还 可 包括 诱导 细 
胞 表达 Ergl 和 Gfil 两 者 。 在 多 个 方面 ,可 将 诱导 型 表达 盒 整合 到 细胞 的 基因 组 中 。 在 多 


个 方面 ,诱导 型 表达 盒 可 包含 在 转 座 子 (例如 piggyBac) 中 。 在 多 个 方面 ,诱导 型 表达 盒 避 
包含 在 游离 型 载体 (episomal vector) 中 。 


[0017] 


11、12、13、14、15、16、17、18、19、20 天 ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 优 选 地 ,所 述 培养 进行 


约 3 天 至 5 天 。 在 一 些 方面 ,步骤 iv) 中 的 培养 可 进行 至 少 或 约 1、2、3、4、6、7、8、9、10、11、 
12、13、14、15、16、17、18、19、20 天 ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 优 选 地 ,所 述 培养 进行 约 3 


天 至 40 Ke 


[0018] 


在 一 些 方面 ,培养 物 可 包含 基 膜 


在 一 些 方面 ,培养 物 可 不 含 MEF Gi] FRZ 
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前 备 物 。 在 一 些 方面 ,培养 可 发 生 在 低 氧 条 件 下 。 
HAAN MEP 条 件 化 培养 基 。 
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[0019] ”在 一 些 方 面 , 单 激素 胰岛 B 细胞 可 表达 PDX. AR ay RSC HA EA NeuroD1 (RACE B5) 
促 生 长 素 抑 制 素 (somatostatin) 和 Nkx6. 1, 但 不 表达 胰 高 血糖 素 。 所 述 表 达 可 通过 和 蛋 
AIA DHT (AA ELISA BK FACS 分 析 ) 或 者 RNA 表达 分 析 ( 例如 qRT-PCR) 来 检测 。 在 一 
些 方面 , 单 激素 胰岛 B 细胞 是 细胞 群 的 至 少 1%、5%、10%、15%、20%、25%、30%、35%、 
40 94.45 96,50 96,60 96, 70 96,80 96,85 96,90 96,9196.,9296.,93 % 94% ,95 96,96 % 97 96, 
9896.9996.99. 996 (或 任意 中 间 范 围 ) ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 优 选 地 , 单 激素 胰岛 
B 细胞 的 纯度 为 约 12% 或 约 20%。 单 激素 胰岛 B 细胞 的 另外 特征 包括 ,但 不 限于 ,葡萄糖 
响应 性 C 上 肽 释放 及 其 通过 胰腺 移入 在 动物 模型 中 首 转 糖尿 病 的 能 

[0020] ”在 一 些 方面 , 可 将 单 激素 胰岛 B 细胞 培养 1 周至 4 周 。 在 某 些 方面 ,所 述 培养 可 
包括 悬浮 培养 。 
[0021] ”在 另 一 个 实施 方案 中 , 本 公开 内 容 提供 了 这 样 的 产生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细 胞 聚 
集体 的 方法 , 其 包括 a) 在 包含 激活 蛋白 A 或 Nodal 的 无 血清 培养 基 中 培养 多 潜能 干细胞 以 
实现 内 胚层 细胞 的 诱导 ;以 及 b) 在 无 血清 培养 基 中 之 含有 BMP4、VEGF、FGF2 和 EGF 或 其 同 
源 物 的 悬浮 培养 物 中 培养 所 述 内 胚层 细胞 以 实现 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 聚集 体 的 形成 
[0022] ”在 又 一 个 实施 方案 中 , 本 公开 内 容 提 供 了 这 样 的 产生 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细胞 汉 
集体 的 方法 , 其 包括 a) 在 包含 激活 蛋白 A 的 无 血清 培养 基 中 培养 多 潜能 干细胞 以 实现 内 
胚层 细胞 的 诱导 ;以 及 b) 在 无 血清 培养 基 中 之 含有 激活 蛋白 A、BMP4、VEGF、FGF2、EGF 和 
TGF B 或 其 同 源 物 的 基 浮 培养 物 中 培养 所 述 内 胚层 细胞 以 实现 自我 更 新 的 内 胚层 祖 细 
集体 的 形成 

[0023] 在 多 个 方面 可 使 实施 方案 中 的 细胞 与 足以 引起 干细胞 分 化 为 内 胚层 祖 细胞 的 量 
的 分 化 因子 接触 。 分 化 因子 可 包括 分 化 因子 基因 的 基因 产物 。 基 因 产 物 可 以 是 分 化 因子 
基因 的 多 肽 或 RNA 转录 本 。 在 另 一 个 方面 ,分 化 因子 可 包含 一 个 或 更 多 个 有 利于 其 进入 细 
胞 内 和 7 或 进入 细胞 核 的 蛋白质 转 导 结 构 域 。 这 样 的 重 白质 转 导 结构 域 在 本 领域 中 是 公 知 
的 ,例如 HIV TAT 和 蛋白质 转 导 结构 域 、 HSY VP22 蛋白 质 转 导 结构 域 `. 果 蝇 (Drosophila) fh 
角 足 同 源 结构 域 或 其 变 体 。 

[0024] ”在 某 些 方面 ,用 于 本 发 明 方法 的 起 始 细 胞 可 包含 至 少 或 约 107, 10°, 10°, 107,107, 
10”、10”、10"、10”、10"“ 个 细胞 ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 起 始 细 胞 群 的 接种 密度 可 以 
为 至 少 或 约 10,101,107 10°, 104, 10°, 10°, 10°, 10°44 Hu /m1, 或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 
[0025] “对 于 本 文中 所 述 的 任何 其 他 方法 或 组 合 物 , 可 采用 在 本 发 明 的 方法 和 /7 或 组 合 物 
背景 下 所 讨论 的 实施 方案 。 因 此 , 涉及 一 种 方法 或 组 合 物 的 一 个 实施 方案 也 可 应 用 于 本 发 
明 的 其 他 方法 和 组 合 物 。 
[0026] ”本 说 明 书 中 使 用 的 没有 数量 词 修 饰 的 名 词 可 指 一 个 / 种 或 更 多 个 / 种 。 当 在 本 文 
权利 要 求 书 中 使 用 时 ,在 与 词语 “包含 / 包括 ”联合 使 用 的 情况 下 ,没有 数量 词 修 饰 的 名 词 
可 指 一 个 / 种 或 一 个 /种 以 上 。 

[0027] ”除非 明确 指出 仅 指 替 代 方 案 或 者 蔡 代 方案 互相 排斥 , 否则 在 权利 要 求 书 中 使 用 的 
术语 “或 /或 者 ”用 于 指 “ 和 7 或 ”但 是 本 公开 内 容 文 持 仅 指 替代 方案 以 及 “和 /7 或 ”的 定 
义 。 本 文中 使 用 的 “ 另 一 个 / 种 ”可 指 至 少 第 三 个 / 种 或 更 多 个 / 种 。 

[0028] ”贯穿 本 申请 通 篇 ,术语 “ 约 / 大 约 ” 用 于 指数 值 包含 用 来 测定 所 述 数值 的 装置 、 方 
法 的 固有 误差 变异 ,或 者 研究 对 象 间 存 在 的 变异 。 
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[0029] 


A 


本 发 明 的 其 他 目的 、 特 


详细 描述 和 具体 实施 例 尽 管 指 本 发 明 的 一 
用 内 的 多 种 改 ? 


说 


根据 该 详细 描述 ,在 本 发 明之 精神 和 范 


明显 的 。 
[0030] 
[0031] 
过 参考 这 些 


附 


T 


图 简 述 


ER ER 


更 好 地 理 
[0032] 
征 。 这 


图 


对 照 抗 体 的 染 
2A Z 2G. 对 由 在 E8 培养 


[0033] 图 
的 表征 。 这 
色 。 图 
和 
图 
免疫 染 


[0034] 


th 


Jo 


K 


的 iPSC 系 衍 生 而 来 。 


条 件 下 进行 
[0035] 图 


iPSC 系 衍生 而 来 。 在 常 氧 条 件 下 进行 实验 。 该 多 


些 图 表示 对 
示 所 收获 细胞 的 前 向 散射 和 侧 向 散射 。 图 
1D 示 出 了 对 CXCR-4 和 CD117 表达 的 细胞 表面 染 
基 上 维持 的 iPSC 衍 生 的 细胞 (包括 内 
Sox17、FoxAl 和 FoxA2 表达 的 细胞 内 染 


色谱 


。 图 


些 图 表示 对 
2A 表示 所 收获 细胞 的 前 向 散射 和 侧 向 
2E 表示 同 种 型 对 照 抗体 的 染 
2F 示 出 了 对 FoxA2 表达 的 细胞 内 染 


中 的 一 幅 或 更 多 幅 并 结 
解 本 发 明 。 
1A 至 1D. 对 在 包含 激活 蛋白 A 或 Nodal 的 培养 
CXCR-4 和 CD 117 表达 的 表面 染 


色谱 


. E 


H d 
征 和 优点 将 由 下 文 的 详细 描述 


附 图 形成 本 说 明 书 的 一 部 分 并 包括 在 内 以 进一步 证 
合 对 本 文中 所 提出 的 具体 实施 方案 的 详细 描述 ; 


E. B 


BU. B 
2D 示 出 了 对 FoxAl 和 Sox17 表达 的 细胞 内 染 
H iPSC 衍生 的 内 胚层 祖 细 胞 的 


2G 示 出 了 对 日 


而 变 得 明显 。 然 而 ,应 当 理 解 
些 优 选 实施 方案 ,但 仅 作为 举例 说 明 给 出 , 因为 
和 修改 对 本 领域 技术 人 员 而 言 将 是 


明 本 发 明 的 某 些 方面 。; 


色 。 


5/41 页 


a 区 


基 中 培养 的 iPSC 衍生 细胞 的 表 
拉 色 以 及 相关 同 种 型 对 照 染 色 。 图 
1B 示 出 了 群 中 存在 的 活 细 胞 。 图 


1A 表 


1C 表示 同 种 型 


五 层 祖 细胞 群 ) 
色 以 及 相关 同 种 型 对 照 染 
2B 示 出 了 和 群 中 存在 的 活 细胞 。 儿 


2C 
Zu ffi 


Lio 


3. IPSC 衍生 的 EP 悬浮 培养 物 在 15 天 内 的 细胞 生存 力 和 存活 。EP 由 4 种 不 同 


实验 。 


该 图 


示 出 了 如 通过 流 式 细胞 术 所 和 


化 的 活 细 胞 的 存在 数目 。 


TET A 


4. iPSC TÆKI EP RRIF AR FRY AE 15 RA AULAS EA RUE RS. EP 由 4 种 不 同 的 


CD117 (c-kit) /FoxA1/Sox17 表达 的 水 平 。 


[0036] 图 
下 进行 实验 。 


并 在 分 化 过 程 中 的 不 同 天 数 下 而 
6. 置 于 胰腺 分 化 培养 苛 中 的 15 天 EPC 培养 物 中 出 现 PDX-1 阳性 细胞 。 在 常 氧 
为 了 表征 EPC 聚集 体 , 通过 进行 细胞 内 染 
体 化 的 细胞 并 通过 流 式 细胞 术 评 估 阳 性 细胞 的 百分比 。 

生 细胞 在 胰腺 分 化 过 程 中 不 同 天 数 下 的 代表 性 染色 谱 。 


[0037] ”图 
条 件 下 进行 


[0038] 图 


[0039] 区 
[0040] 区 
织 化 学 染色 。 
的 代表 性 图 
织 4 化 学 染 Yu tt 


[0041] 图 


5. 置 于 胰腺 分 化 方案 下 的 15 天 EPC 培养 物 的 细胞 生存 力 和 存活 。 在 常 氧 条 


表示 如 通过 流 式 细胞 术 所 和 


化 的 CXCR-4/ 


«ft 


为 了 表征 EPC 聚集 体 中 的 新 出 现 群 ,对 聚集 体 进行 个 体 化 Cindividualize) 


实验 。 


7. PDX-1 BA’ 
下 进行 实验 o 


定 活 细胞 计数 。 


8. 置 于 胰腺 分 化 培 
20x 放大 倍数 下 。 


9. 对 在 胰 服 


在 常 氧 条 


件 下 进行 实验 。 


像 : 置 于 胰腺 分 化 培养 3 
对 PDX-1 的 存在 进行 染 


基 中 
7L £ft 


Jo 


经 如 下 处 理 


基 中 的 3D EPC 聚集 体 的 相 衬 图 像 。 


照片 于 


分 化 过 程 中 第 15 天 的 15 天 龄 EPC 聚集 体 中 PDX-1 表达 的 免疫 组 
之 基 序 培养 物 中 完整 15 天 EPC 聚集 体 
15 天 , 包 埋 于 组 织 凝 胶 (histogel) 中 并 通过 免疫 组 


照片 拍摄 于 10x 和 20x 放大 倍数 下 。 


de hor PDX-1 的 存在 来 染色 经 个 


在 常 氧 条 件 


Hie 10x 和 


10A 至 101. 对 在 胰腺 分 化 过 程 中 第 18 天 的 完整 15 天 龄 EPC 聚集 体 中 促 生长 
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nin LA 


抑制 率 
下 处 到 
AIF 2 
z (图 10D 
下 。 

[0042] B 


A A 


SERTI] 


HAVE 


和 胰 
之 巧 浮 培 养 物 中 完整 15 天 EPC 聚集 体 的 代表 性 图 
这 胺 中 并 通过 免疫 组 织 化 学 染色 对 促 生 长 


ry RIA PAA OR FEA ARE PEAT SC AEH 
像 : 置 于 胰腺 分 化 培养 基 中 18 天， 


Si] Ze ( 图 10A 至 100) 、 胰 高 血糖 


至 10F) 和 胰 


11. 在 解 


BR (A 


10G 至 10D) 的 存在 进行 染色 。 照 厂 扫 摄 于 20x 放大 倍数 


离 聚 集体 之 后 ,对 在 胰腺 分 化 过 程 中 第 18 天 的 15 天 龄 EPC 聚集 体 中 


rin AS 


C 肽 、 胰 高 1 


ESOS 


I 


RRIA TS] RR A] 散 点 图 表示 对 胰 


洒 色 。 在 常 氧 条 件 下 进行 实验 。 


岛 素 、 胰 高 


的 活 细胞 进行 染 
上 上 C 肽 相对 


的 双 染 


色谱 TH o 


fe t5 gj 


\ 促 生长 素 
,所 述 细胞 的 前 向 散射 和 侧 回 


抑制 素 


和 5C 肽 表达 的 细胞 内 染色 。 左 侧 的 图 
散射 。 第 三 组 图 


揭示 了 在 对 收获 后 
揭示 了 iPSC-1131 细胞 


T RI 


平 的 , 
[0043] 
件 下 进 


行 


糖 素 、 
第 四 幅 和 第 五 幅 图 
总 百分比 。 


C 肽 相对 于 促 生长 
IRH J R 


糖 素 染色 


抑制 素 以 及 胰岛 素 相 对 于 胰 高 (^, 
| 素 表 达 水 


` 胰 高 血糖 素 、C BOR BE HEAR RR 


A 


岛 素 


图 12. 对 在 胰腺 分 化 第 20 天 的 15 天 龄 EPC 聚集 体 的 初步 GPCR 分 析 。 在 常 氧 条 
实验 。 


[0044] 图 


100, 000 细胞 归 一 化 所 释放 的 C 肽 。 阳 性 对 照 尸 体 人 胰 


13. ECT HL 


分 化 中 25 天 的 15 RES EPC Fe SEAS Ha as CT C CE TBC 
à ETIN PREX mel c C 


HA, 而 在 高 葡萄 糖 下 释放 257pmol C HK. 


[0045] 
[0046] 


K 
图 


[0047] 图 


endoderm, DE) 的 作用 。 在 不 存在 CHIR 的 + 
16A. 每 个 时 间 点 下 的 
色 对 数 / 
—5oxl 


图 
2H HELE 2 
表达 FoxAl 


[0048] 图 


[0049] 图 


14. RH 


分 化 过 程 的 示意 图 。 


15. 对 胰腺 分 化 过 程 中 不 同 阶段 的 一 般 性 概述 。 这 些 行 从 上 到 下 表示 阶段 、 分 
化 过 程 期 间 该 阶段 发 生 的 天 数 、 在 该 阶段 期 间 分 化 过 程 中 所 使 用 的 因子 `. 所 产生 的 细胞 类 
型 以 及 所 产生 细胞 类 型 的 标志 物 。 


16A ® 16D. 


17. (R$ 


CD117.FoxA2 和 FoxAl) 的 百分比 。 
18B. 对 在 有 或 无 MEF 的 + 


图 
无 MEF 的 


青 况 下 培养 的 2. 038 克隆 8777 中 EPC AAT 
培养 的 2. 038 元 隆 8776 的 活 细胞 计数 。 图 


8776 中 EPC 的 纯度 。 


[0050] 图 
cycling). 


19A-19B. 在 限定 的 无 饲养 低 
19A. EPC 在 无 饲养 循环 期 间 的 i 
时 间 点 下 ,通过 流 式 细胞 术 测 定 EPC 培 养 物 的 纯度 。 


图 


总 细胞 数 的 比 。 民 
7 细胞 的 百分比 。 氏 
CXCR4-CD117 细胞 的 百分比 。 

氧 条 件 提高 DE 产生 。 通 过 
CXCR4-CD117 细胞 的 百分比 。 使 用 细胞 内 流 式 细胞 术 来 量 
18A 至 18E. Matrigel 保护 EPC, 而 MEF 不 是 必需 的 。 图 
量化 来 自在 有 或 无 Matrigel zt 


接种 密度 对 由 未 分 化 iPSC 产 生 定 形 内 胚层 (definitive 


青 况 下 和 在 2. 5ng/ml BMP4 存在 下 进行 DE 产生 。 
总 活 细胞 产 率 。 图 16B. DE 产生 的 效率 , 其 确定 为 每 个 时 间 点 下 DE 
16C. 如 通过 细胞 内 流 式 细胞 术 所 量化 的 每 个 时 间 点 下 
16D. 如 通过 表面 染色 所 量化 的 每 个 时 间 点 下 表达 


AZM AR H 


H AH 2 rd 34e £6 RG 
a(t, FoxAI-FoxA2-Sox17 的 百分比 。 

18A. 通过 流 式 细胞 术 
表 况 下 培养 的 EPC 培养 物 的 细胞 上 DE 标志 物 C 即 CXCR4、 
效率 确定 为 表达 活 鹏 细胞 的 绝对 数 / 总 活 细胞 数 的 比 。 
青 况 下 培养 的 2. 038 克隆 8777 的 活 细胞 计数 。 图 18C. 在 有 或 
UZ. Bd 18D. 对 在 有 或 无 MEF 的 


UL 
18E. 在 有 或 无 MEF 的 情况 下 培养 的 2.038 克隆 


ERRIZ 


J= 


氧 条 件 下 的 多 种 iPSC 克隆 的 BPC 循环 (EPC 
Hx. LOB. 循环 期 间 的 平均 EPC 纯度 。 每 个 
量化 CXCRA/CD117/FoxA1/FoxA2/Sox17 


4 
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的 平均 表达 。 对 来 自 同一 iPSC 克隆 之 多 个 实验 运行 的 BPC 纯度 进行 平均 并 计算 标准 误 。 


图 


[0051] 


CXCR4 基因 表达 。 图 
20E. FoxAl 基因 表达 。 
21. CD34 为 EPC 的 后 期 标志 物 。 通 过 流 式 细胞 术 使 用 细胞 表面 


xk. B 
[0052] 
的 表达 。 
[0053] 


图 


图 


与 CD34、CD117 和 CXCR4 的 藻 红 和 蛋白 (phycoerythrin, PE) 


20A 至 20E. 在 限定 的 无 饲养 低 
20B. CD117 基因 表达 。 民 


E: 


条 件 下 的 EPC 培养 物 的 gPCR 分 析 。 图 
20C. Sox17 基因 表达 。 民 


染色 来 量 


ey 


,来 


20A. 


20D. FoxA2 基因 表 


化 CD34 


22. 对 末期 EPC 培养 物 的 纯化 。 在 通过 MACS 进行 分 离 之 前 ,将 经 个 体 化 的 细胞 


AL) 88% 的 阳性 级 分 。 


图 
图 


[0054] 
[0055] 


产生 的 点 图 


如 图 


23. 用 于 在 无 MEF 的 情况 下 由 
24A-24B. 作为 3D 聚集 体 产生 B 细胞 。 对 
3H B 细胞 的 流 式 细胞 术 分 析 。 收 获 细 胞 ,使 用 4% 多 聚 甲醛 固 
过 流 式 细胞 术 针 对 PDX、NeuroD1、Nkx6. 1. fit K3 
染色 。 阳 性 细胞 百分比 示 于 图 24A 中 。 对 促 生长 素 抑 
24B 所 示 。 


[0056] 图 
[0057] 图 


25. 用 于 由 以 2D 3 
26A 至 26B. H 


} 


R 


曾 殖 为 3D 聚集 体 的 EPC PÆ B £g 


合 抗体 


c 


Ke? 


SEULS 


Jj 


细胞 内 流 式 细胞 术 量化 于 分 化 的 第 15 天 收获 的 B 细胞 的 PDX/NeuroD1/C 肽 / PRR 


/ EAS ee Ht 


数 归 一 化 数据 。 


医 


[0058] 


27A # 27L. 


AAAI. B 


HR 


/C 


26B. 未 经 归 一 化 的 和 经 归 一 化 的 5 EOI 


素 、 胰 高 | 


肽 和 


胰 高 ] 


曾 殖 的 EPC 产生 B 细胞 的 方案 。 
H 2.038 细胞 产生 的 末期 B 细胞 的 葡萄 糖 响应 性 。 图 26A. 通过 


EEE, 其 产生 纯度 


田 胞 的 方案 。 

由 2. 038AT4 细胞 衍生 的 第 28 RKR 
使 用 0. 196 皂苷 透 化 并 通 
糖 素 和 C 肽 的 存在 
糖 素 /C Ie 


进行 
色 后 


MR 


c 


AC 


o Di 


由 2. O38AT4 细胞 产生 的 未 期 B 细胞 的 葡萄 糖 响应 性 。 在 B 细胞 


ir A A 


分 化 过 程 的 不 同 阶段 添加 Dox。 在 B 细胞 分 化 的 第 6 天 至 15 天 、B 细胞 分 化 的 第 8 天 至 
15 天 或 者 B 细胞 分 化 的 第 10 天 至 15 天 期 间 进 行 Dox (1. 5 4 g/ml) 诱导 。 在 B 细胞 分 化 


的 第 15 天 收获 细胞 ,固定 并 染色 以 通过 细胞 内 流 式 


WIR / DUE 


NeuroD1 ( 图 
[0059] 图 


28. 由 


于 对 于 每 份 样品 取得 


[0060] 图 


术 量 化 PDX/NeuroD1/C 肽 / 胰 高 ] 


EX 
周 。 


[0061] 图 


分 化 过 程 的 不 同 阶段 添加 Dox。 图 
在 无 Dox 诱导 下 经 归 一 化 的 C 肘 释 放 测 定 。 轿 
30D. 在 有 Dox 诱导 下 经 归 一 化 的 C 肽 释放 测 
总 活 细 胞 数 。 


E. E 


得 的 


H 


HZ. X 15 天 的 新 出 现 B 细 
27E 至 27H) 和 促 生 长 素 抑制 素 
2. 038ATA 细胞 产生 的 末期 B 细胞 的 葡萄 糖 响应 性 。 在 B 细胞 分 化 过 
程 的 不 同 阶段 添加 Dox。 示 出 了 经 归 一 化 的 和 未 经 归 一 化 的 C 上 肽 释放 测定 结果 。 归 一 化 基 
f, 


D 
si 


29A 至 29D. 


30A 至 30D. 


/ 胰 高 1 


活 细胞 数 。 


T 


T 


/C 


HR] ZR E, PDX/NeuroD1/C fik / IRH] 
胞 的 分 析 揭 示 了 PDX ( B 


Wk CES 


糖 素 / EIE RTI 


11 


27A 至 27D) 、 
271 至 27L) 的 存在 。 


H 2. 038AT4 细胞 产生 的 末期 B 细胞 的 葡萄 糖 响应 性 。 在 B 2 
分 化 过 程 的 不 同 阶段 添加 Dox。 在 B 细胞 分 化 的 第 15 天 收获 细胞 以 通过 细胞 内 流 式 台 


HL 
四 胞 


BIER. CAR B 细胞 置 于 末期 培养 基 中 
以 对 末期 B 细胞 培养 物 进行 扩展 分 析 。 培 养 物 揭示 了 单 激 素 细胞 在 培养 物 中 存在 多 至 4 


c 


Keo 


H 2. 038AT4 细胞 产生 的 末期 B 细胞 的 葡萄 糖 响应 性 。 在 B 细胞 
30A. 在 无 Dox 诱导 下 未 归 一 化 的 C 肽 释放 测定 。 民 
30C. 在 有 Dox 诱导 下 未 经 归 一 化 的 C ARE 


30B. 


YA EF a FA 


Enn HR 
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[0062] [Al 31A 至 31G. Xf FH 2. 038AT4 细胞 产生 的 末期 B 细胞 的 qPCR a br. TE P 细胞 
分 化 过 程 的 不 同 阶段 添加 Dox。 图 31A. 胰岛 素 基因 表达 。 图 SLB. 胰 高 血糖 素 基 因 表 达 。 
图 31C. 促 生 长 素 抑制 素 基 因 表 达 。 图 31D. PDX1 基因 表达 。 图 31E. NeuroD1 HARS. K 
31F. Nkx6. 1 基因 表达 。 图 31G. 神经 元 素 3 (Neurogenin3) 基因 表达 。 

[0063] ”图 32A 至 32B. 来 自 2. 038 杀 代 细胞 和 2. 038AT4 细胞 之 iPSC/DE/EPC/ B 细胞 的 
ERG 和 GFL 表达 的 qPCR 分 析 。 几 32A. ERG 基因 表达 。 几 32B. GFI1 基因 表达 。 


具体 实施 方式 
[0064] ”由 于 人 胚胎 干细胞 (ESC) 和 诱导 多 潜能 干细胞 (iPSO 能 够 被 体外 扩 增 并 且 具 有 
在 体内 分 化 成 任何 细胞 类 型 的 潜能 , 因此 其 提供 了 在 基础 生物 学 和 用 于 广泛 多 种 疾病 之 基 
于 细胞 的 治疗 两 方面 的 巨大 潜能 ,ES/iPS 细胞 的 分 化 似乎 模拟 在 胚胎 发 生 期 间 发 生 的 发 育 
过 程 。 在 产生 成 熟 的 细胞 类 型 之 前 ,这 些 干细胞 群 以 相继 受 限 的 潜能 继续 向 下 发 展 至 发 育 
中 间 物 。 首先 形成 原 胚 层 . 中 胚层 内 胚层 和 外 胚层 ,随后 它们 进一步 成 熟 为 衍生 细胞 类 型 。 
干细胞 末代 治疗 尤其 需要 的 一 种 内 胚层 衍生 组 织 类 型 是 用 于 治疗 I 型 糖尿 病 的 胰岛 B 细 
胞 。 目 前 ,严重 缺乏 在 移植 背景 下 使 用 的 胰 咏 。 由 于 必需 使 多 潜能 干细胞 分 化 经 历 所 有 的 
发 育 阶 段 , 因此 目前 产生 用 于 移植 之 成 熟 的 功能 组 织 类 型 的 能 力 受 到 限制 。 
[0065] ”本 文中 提供 了 用 于 由 在 无 饲养 条 件 下 维持 的 诱导 多 潜能 干细胞 产生 内 胚层 祖 细 
胞 (EPC) 的 方法 。 通 过 此 方法 获得 的 EP 细胞 能 够 产生 单 激 系 B 细胞 。 图 14 中 提供 了 该 
过 程 的 示意 图 。 图 15 中 提供 了 该 过 程 中 的 阶段 。 

[0066] ”定形 内 胚层 (DE) 是 一 种 瞬时 状态 , 其 快速 分 化 .不 能 增殖 .无 明显 的 形态 并 且 可 
不 完全 定向 于 内 胚层 命运 。 另 一 方面 ,内 胚层 祖 (EP) 细胞 〈 或 EPC) 不 是 瞬时 的 .具有 明 
显 的 形态 并 且 可 被 无 限 地 培养 (Cheng 等 ,2013) 。 内 胚层 祖 细 胞 的 特征 还 在 于 表达 CXCR4、 
CD117、FOXA1、FOXA2、CD31、CD34 和 SOX17。 内 胚层 祖 细 胞 可 产生 内 胚层 谱系 (例如 肝 、 胰 
腺 和 肠 ) 中 的 细胞 , 但 不 能 体外 或 体内 产生 中 胚层 和 外 胚层 。 同 样 地 , EP 细胞 在 免疫 缺陷 
小 鼠 中 不 形成 畸 胎 瘤 。 因 此 , DE 和 FP 细胞 可 代表 不 同 的 发 育 中 间 物 并 且 可 有 具有 不 同 的 发 
育 潜能 。 

[0067] ”iPSC 衍 生 的 EP 细胞 表达 CXCR-4、CD117、SOX17、FOXA1、FOXA2、CD34、CD31 和 HNF4A 
并 且 可 在 悬浮 培养 物 中 维持 5 天 至 40 天 。 在 Matrigel、BMP4、VEGF、FGF、EGF2、 激 活 蛋 白 以 
及 任 选 的 TGFB 存在 下 在 旋转 或 静态 条 件 下 , EP 扩 增 并 作为 3D 聚集 体 维 持 标志 物 的 表 型 
表达 。 当 被 置 于 用 于 产生 胰腺 谱系 细胞 的 培养 条 件 下 时 , EP 培养 物产 生 在 功能 上 响应 于 DD 
葡萄 糖 刺 激 的 单 激 素 B 细胞 。 
[0068] AZ, 提供 了 用 于 由 在 无 血清 培养 基 中 维持 的 人 iPSC 有 效 产 生 EP 细胞 的 培养 方 
ik. EP 细胞 保留 其 表 型 特征 并 且 作 为 3D 培养 物 扩 增 至 少 30 天 。 置 于 胰腺 分 化 培养 基 中 的 
EP 细胞 产生 单 激素 B 细胞 。 这 些 细胞 将 用 作用 于 高 通 量 科 选 应 用 的 理想 细胞 类 型 并 且 仇 
留用 于 治疗 应 用 中 的 潜能 。 

[0069] I. 定义 

[0070] “分 化 ” 指 这 样 的 过 程 ,与 其 在 相同 条 件 下 但 不 进行 分 化 相 比 ,通过 该 过 程 较 不 特 
化 的 细胞 变 成 更 特 化 的 细胞 以 形成 至 少 一 种 新 细胞 类 型 的 后 代 , 不 管 是 在 培养 物 中 还 是 在 
体内 。“ 去 分 化 ”是 这 样 的 细胞 过 程 ,其 中 部 分 分 化 细胞 或 终 末 分 化 细胞 回复 至 较 早 的 发 育 
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阶段 ,例如 多 潜能 性 或 多 能 性 。“ 转 分 化 ”是 将 一 种 分 化 细胞 类 型 转化 成 另 一 种 分 化 细胞 类 
型 的 过 程 。 在 某 些 条 件 下 , 具有 新 细胞 类 型 之 特征 的 后 代 的 比例 可 以 为 至 少 约 1%、5%、 
25% 或 更 大 ( 以 优选 性 增加 的 顺序 ) 。 
[0071] “多 能 的 ” 指 细胞 能 够 通过 其 后 代 产 生成 体 动 物 中 可 见 的 数 种 不 同 细胞 类 型 。 
[0072] “多 潜能 的 ” 指 细胞 能 够 通过 其 后 代 产 生 构 成 成 体 动 物 的 所 有 细胞 类 型 ,包括 生殖 
细胞 。 胚 胎 干 细胞 、 诱 导 多 潜能 干细胞 和 胚胎 生殖 细胞 是 这 一 定义 之 下 的 多 潜能 细胞 。 
[0073] ”本 文中 使 用 的 术语 “自体 细胞 ” 指 从 遗传 方面 与 接受 者 相 容 的 供 体 细胞 。 
[0074] ”本 文中 使 用 的 术语 “全 能 的 ”可 指 产生 活 的 出 生动 物 的 细胞 。 术 语 “ 全 能 的 ”还 可 
指 产 生 特定 动物 中 所 有 细胞 的 细胞 。 汉 将 全 能 细胞 用 于 由 一 个 或 更 多 个 核 转移 步骤 发 育 胚 
台 的 过 程 中 时 , 其 可 产生 动物 中 的 所 有 细胞 。 
[0075] ”全 能 细胞 还 可 用 于 产生 不 完整 的 动物 ,例如 可 用 于 进行 嚣 官 收获 的 那些 ,例如 通 
过 操作 同 源 异型 基因 而 具有 消除 器 官 或 附 版 之 生长 的 遗传 修饰 的 那些 。 另 外 ,致使 卵 母 细 
胞 (例如 由 ES 细胞 衍生 的 那些 ) 不 能 够 在 子宫 内 发 育 的 遗传 修饰 将 确保 人 衍生 ES 细胞 不 
可 用 于 得 到 用 于 生殖 而 仪 用 于 诸如 治疗 性 克隆 应 用 的 人 卵 母 细胞 。 
[0076] ”本 文中 使 用 的 术语 “胚胎 干细胞 ”可 指 从 胚胎 分 离 的 维持 在 体外 细胞 培养 物 中 的 
多 潜能 细胞 。 这 样 的 细胞 是 从 经 培养 胚胎 分 离 的 快速 分 裂 培 养 细 胞 ,其 在 培养 物 中 保留 体 
内 产生 构成 成 体 动 物 的 所 有 细胞 类 型 (包括 生殖 细胞 ) 的 能 力 。 胚 胎 干 细胞 可 在 有 或 无 
饲养 细胞 下 进行 培养 。 胚 胎 干 细胞 可 申 从 任意 发 育 阶段 的 豚 胎 《包括 胚 泡 阶 段 胚胎 和 前 
胚 泡 阶 段 胚胎 ) 分 离 的 胚胎 细胞 建立 。 胚 胎 干 细胞 可 具有 圆 形 的 细胞 形态 并 且 可 在 饲养 
层 上 以 圆 形 细胞 团 生长 。 胚 胎 干 细胞 是 本 领域 的 普通 拉 术 人 员 所 公 知 的 。 参 见 ,例如 WO 
97/37009 ;Yang 和 Anderson (1992) ;Piedrahita 等 (1998) ;Wianny 等 (1997) ;Moore 和 
Piedrahita(1997) ;Moore 和 Piedrahita(1996) ;Wheeler (1994) ;Hochereau-de Reviers 
和 Perreau (1993) ;Strojek 等 (1990) ;Piedrahita 等 (1990) ;以 及 Evans 等 (1990) 。 
[0077] ”本 文中 使 用 的 术语 “ 重 编 程 ” 或 “ 重 编程 的 ”可 指 可 将 更 特 化 细胞 转变 成 多 潜能 细 
胞 的 材料 和 方法 。 
[0078] ”本 文中 使 用 的 术语 “分 离 的 ”可 指 与 男 一 组 细胞 机 械 分 离 的 细胞 。 一 组 细胞 的 实 
例 是 发 育 中 的 细胞 团 、 细 胞 培养 物 、 细 胞 系 和 动物 。 
[0079] ”本 文中 使 用 的 术语 “分 化 细胞 ”可 指 由 已 非特 化 表 型 发 育 为 特 化 表 型 的 前 体 细胞 。 
例如 ,及 胎 细胞 可 分 化 为 肠 的 上 皮 细 胞 内 衬 (Lining) 。 例 如 ,分 化 细胞 可 分 离 自 胎儿 或 活 的 
出 生动 物 。 
[0080] ”本 文中 使 用 的 术语 “未 分 化 细胞 ”可 指 具 有 非特 化 表 型 并 且 能 够 分 化 的 前 体 细胞 。 
未 分 化 细胞 的 一 个 实例 是 干细胞 。 
[0081] Il. 参与 内 胚层 祖 细 胞 形成 的 细胞 
[0082] ”在 本 发 明 的 某 些 实施 方案 中 ,公开 了 用 于 由 多 潜能 细胞 提供 内 胚层 祖 细胞 的 方法 
和 组 合 物 。 在 一些 实施 方案 中 ,所 述 细胞 可 以 是 干细胞 ,包括 但 不 限于 ,胚胎 和 干细胞、 胎儿 王 
细胞 、 成 体 干细胞 或 诱导 多 洪 能 干细胞 。 
[0083] A. 干细胞 
[0084] “干细胞 是 见于 大 多 数 (如 果 不 是 全 部 的 话 ) 多 细胞 生物 体 中 的 细胞 。 它 们 的 特征 
在 于 能 够 通过 细胞 有 丝 分 裂 自 我 更 新 并 且 能 够 分 化 成 多 种 特 化 细胞 类 型 。 两 种 广泛 类 型 的 
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的 胚胎 中 ,干细胞 可 分 化 成 所 有 的 特 化 胚胎 组 织 。 在 成 体 生 物体 中 


新 而 起 作用 。 
[0085] ”人 胚胎 干细胞 (ESC) 和 诱导 多 潜能 干细胞 (iPSC) 能 够 在 体外 进行 长 期 增殖 而 仍 


体 的 修复 系统 ,补充 特 化 细胞 , 并且 还 维持 再 生 融 官 ( 例如 血液 ,皮肤 或 肠 组 织 ) 的 正常 
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哺乳 动物 干细胞 是 :见于 胚 泡 中 的 胚胎 干细胞 和 见于 成 体 组 织 中 的 成 体 干细胞 。 在 发 育 中 


,干细胞 和 祖 细胞 作为 入 


保留 分 化 成 号 体 所 有 细胞 类 型 (包括 内 胚层 祖 细 胞 和 胰岛 B 细胞 ) 的 潜能 。 内 胚层 祖 细 胞 


可 潜在 地 提供 不 受 限 供应 的 患者 特异 性 功能 胰岛 B 细胞 以 用 于 进行 药物 开发 和 治疗 用 途 


两 者 。 人 ESC/iPSC 444 


内 胚层 祖 细 胞 体外 分 化 为 胰 咏 B 细胞 概 


括 了 正常 的 体内 发 育 , 即 


它们 经 历 包括 内 胚层 分 化 和 内 分 泌 竺 化 的 正常 顺序 发 育 阶段 。 所 述 顺序 发 育 过 程 需要 在 不 
同 的 分 化 阶段 添加 不 同 的 生长 因子 。 本 发 明 的 某 些 方面 通过 使 人 


胞 分 化 的 起 始 细 胞 群 具 有 独特 的 优势 。 
[0086] 1. 胚胎 干细胞 
[0087] ”胚胎 干细胞 (ES 细胞 ) Ae E PIS T BL X, Se ES a Z VS A EEE 2T 
生 的 多 潜能 干细胞 。ES 细胞 的 突出 之 处 在 于 其 两 个 独特 特性 :其 多 潜能 性 及 其 无 限 地 自我 
更 新 的 能 力 。ES 细胞 是 多 潜能 的 , 即 , 其 能 够 分 化 成 3 个 原 胚 层 C9 
的 所 有 衍生 物 。 另 外 , 在 限定 条 件 下 , 胚胎 干细胞 能 够 无 限 地 自我 增殖 。 这 使 得 胚胎 干细胞 
能 够 被 用 作用 于 研究 和 再 生 医学 两 者 的 可 用 工具 ,因为 它们 自身 可 无 限 数量 地 产生 以 用 于 
继续 研究 或 临床 使 用 。 对 于 特定 的 细胞 类 型 , 当 给 予 充 分 且 必 需 的 刺激 时 ,ES 细胞 可 发 育成 


为 成 体 200 种 以 上 细胞 类 型 中 的 每 一 种 细胞 类 型 。 然 而 。 它 们 对 胚 外 膜 或 胎盘 没有 页 献 。 


ESC/iPSC 分 化 提供 了 全 


功能 胰岛 B 细胞 。 这 种 方法 产生 与 人 原 代 成 体 B 细胞 具有 高 度 类 似 ( 如 果 不 相同 的 话 ) 
功能 的 胰岛 B 细胞 。 此 外 ,其 增殖 能 力 不 受 限制 之 本 发 明 的 内 胚 


层 祖 细胞 作为 用 于 B 细 


HEJ PLUR E np ARS JS ) 


[0088] “迄今 ,几乎 所 有 的 研究 都 是 使 用 小 鼠 胚 胎 干 细胞 (mouse embryonic stem cell, 


mES) EX AJ TPA 
干细胞 特征 ,但 是 它们 需要 


Hl (human embryonic stem cell, hES) 来 进行 的 。 两 者 都 具有 基本 的 
FE 常 不 同 的 环境 以 维持 未 分 化 状态 。 小 鼠 ES 细胞 可 在 明胶 层 上 


生长 并 且 需 要 和 白血病 抑制 因子 (Leukemia Inhibitory Factor,LIF) 的 存在 。 人 ES 细胞 


在 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 (mouse embryonic fibroblast, MEF) 的 饲养 层 上 生长 并 且 通 常 需 


要 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF 或 FGF-2) 的 存在 。 在 无 最 佳 培养 条 件 或 遗传 操作 的 情 


JUT (Chambers 等 ,2003) ,胚胎 干细胞 将 迅速 分 化 。 
[0089] ”还 可 通过 数 种 转录 因子 和 细胞 表面 蛋白 的 存在 来 定义 人 胚胎 干细胞 。 转 录 因子 
0ct-4、Nanog 和 Sox-2 形成 核心 调控 网 络 , 其 确保 维持 多 潜能 性 和 


(Boyer 等 ， 


2005) 。 鉴 定 HES 细胞 最 常用 的 细胞 表面 抗原 包括 糖 脂 SSEA3 和 SSEA4 以 及 硫酸 


角质 素 抗原 Tra-1-60 和 Tra-1-81。 
[0090] “用 于 获得 小 鼠 ES 细胞 的 方法 是 公 知 的 。 在 一 种 方法 中 , 将 来 自 129 品系 小 鼠 的 


植 入 前 胚 泡 用 小 鼠 抗 血清 处 理 
FAG SUPR AP AE? 


UFE BLP A A Sek DA be 4 


一 


以 除去 滋养 外 胚层 ,并 在 含有 上 胎 牛 ] 


清 之 培养 其 中 在 经 化 学 


旧 胞 的 饲养 细胞 层 上 培养 内 细胞 团 。 将 形成 


的 未 分 化 ES 细胞 集落 在 


台 牛 血清 存在 下 在 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 饲养 层 上 进行 传代 培养 以 产生 ES 细胞 群 。 在 一 些 


方法 中 ,可 


在 不 存在 饲养 层 的 情况 下 通过 向 售 血 清 培养 基 添 加 细胞 因子 白血病 抑制 因子 
(LIF) 来 培养 小 鼠 ES 细胞 (Smith, 2000) 。 在 男 一 些 方 法 中 ,可 在 上 骨 形 态 发 生 和 蛋白 和 LIF 存 


TE FECI 


清 培 养 基 中 培养 小 鼠 ES 细胞 (Ying 45,2003). 
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[0091] “可 使 用 之 前 所 述 的 方法 从 胚 泡 获得 人 BE 细胞 (Thomson 等 , 1995 ;Thomson 等 ， 
1998 ;Thomson 和 Marshall,1998 ;Reubinoff 等 ,2000) 。 在 一 种 方法 中 , 使 第 5 RAMAR 
露 于 免 抗 人 脾 细 胞 抗 血 清 , 然后 暴露 于 1 : 5 稀释 度 的 豚鼠 补体 以 裂解 滋养 外 胚层 细胞 。 在 
从 完整 的 内 细胞 团 除 去 经 裂解 的 滋养 外 胚层 细胞 后 ,将 内 细胞 团 在 经 y 失 活 小 鼠 胚 胎 成 
纤维 细胞 的 饲养 层 上 并 且 在 胎 牛 血清 存在 下 培养 。9 天 至 15 天 后 ,将 由 内 细胞 团 衍生 的 细 
胞 团 化 学 方式 ( 即 暴 露 于 胰 和 蛋白 酶 ) 或 机 械 方 式 分 离 并 重新 铺 板 在 含有 胎 午 血清 和 小 鼠 成 
纤维 细胞 饲养 层 的 新 鲜 培 养 基 中 。 在 进一步 增殖 后 ,通过 微量 移 液 管 选 择 具 有 未 分 化 形态 
的 集落 ,将 其 机 械 解 离 成 团 并 重新 铺 板 (参见 美国 专利 No. 6, 833, 269) 。ES 样 形态 的 特征 为 
具有 明显 高 的 核 质 比 和 显著 核 仁 的 致密 集落 。 通过 简单 胰 和 蛋白 酶 化 或 者 通过 借助 微量 移 液 
管 选 择 单个 集落 来 常规 传代 所 得 ES 细胞 。 在 一 些 方法 中 , 可 如 下 在 无 血清 的 情况 下 培养 人 
ES 细胞 :将 ES 细胞 在 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 存在 下 于 成 纤维 细胞 的 饲养 层 上 培养 (Amit 
等 ,2000) 。 在 另 一 些 方法 中 , 可 如 下 在 无 饲养 细胞 层 的 情况 下 培养 人 ES 细胞 :将 细胞 在 含 
有 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 的 “条 件 化 ”培养 基 存 在 下 于 蛋白 质 基质 (例如 Matrigel 或 
层 粘连 蛋白 ) 上 培养 (Xu 等 ,2001) 。 所 述 培养 基 是 此 前 已 通过 与 成 纤维 细胞 共 培 养 进行 了 
条 件 化 的 。 

[0092] ”用 于 分 离 恒 河 猴 ES 细胞 和 常见 的 绒 猴 ES 细胞 的 方法 也 是 已 知 的 (Thomson 和 
Marshall,1998 ;Thomson 等 , 1995 ;Thomson 和 Odorico, 2000). 

[0093] ”ES 细胞 的 另 一 来 源 是 已 建立 的 ES 细胞 系 。 多 种 小 鼠 细 胞 系 和 人 ES 细胞 系 是 已 知 
的 并 且 用 于 其 生长 和 增殖 的 条 件 是 已经 限定 的 。 例 如 ,小 鼠 CGR8 细胞 系 是 由 小 鼠 品 系 129 
肥 胎 的 内 细胞 团 建立 的 并 且 CGRS 细胞 的 培养 物 可 在 无 饲养 层 的 情况 下 于 LIF 存在 下 生长 。 
作为 另 一 个 实例 ,人 ES SH ER H1. H7. H9, H13 和 Hl4 Æ Hh Thompson 等 (1995) 建立 的 。 此 
外 ,已 开发 了 H9 系 的 亚 克 隆 H9. 1 和 H9.2。 预 期 ,几乎 本 领域 中 已 知 的 任何 ES 或 干细胞 系 
均 可 用 于 本 发 明 , 例 如 ,如 Yu 和 Thompson (2008) 中 所 述 那些 ,其 通过 引用 并 入 本 文 。 

[0094] ”结合 本 发 明 使 用 的 ES 细胞 来 源 可 以 是 胚 泡 、 通 过 培养 胚 泡 的 内 细胞 团 衍生 的 细 
胞 或 从 已 建立 细胞 系 的 培养 物 获 得 的 细胞 。 因 此 , 本 文中 使 用 的 术语 “ES 细胞 ” 可 指 胚 泡 
的 内 细胞 团 细胞 、 从 内 团 细胞 之 培养 物 获得 的 ES 细胞 和 从 ES 细胞 系 之 培养 物 获得 的 ES 细 
Hg 

[0095] 2. 诱导 多 潜能 干细胞 

[0096] ”诱导 多 潜能 干细胞 (通常 缩写 为 iPS 细胞 或 iPSC) 是 由 非 多 潜能 细胞 (常常 是 成 
体 体 细胞 ) 人 工 术 生 的 一 类 多 潜能 干细胞 。 认 为 诱导 多 潜能 干细胞 与 天 然 多 潜能 干细胞 
(例如 胚胎 干细胞 ) 在 很 多 方面 都 是 类 似 的 (如果 不 相 同 的 话 ) ,例如 在 以 下 方面 : 某 些 干 
细胞 基因 和 蛋白质 的 表达 ,染色 质 甲 基 化 模式 .倍增 时 间 、 胚 状 体形 成 , 畸 胎 瘤 形成 、 活 骨 合 
体 (viable chimera) 形成 以 及 效力 和 分 化 能 力 ,但 是 其 与 天 然 多 潜能 干细胞 相关 的 充分 程 
度 仍 需 进 行 评 估 。 
[0097] ”通过 重 编程 分 化 体 细胞 获得 iPS 细胞 。 期 望 产 生 由 非 胚胎 来 源 的 人 组 织 衍生 的 诱 
导 多 潜能 细胞 以 缓解 与 胚胎 和 胚胎 组 织 之 实验 性 使 用 有 关 的 伦理 问题 。 已 宣扬 诱导 多 洪 能 
细胞 的 治疗 应 用 前 景 。 医 学 应 用 包括 治疗 阿尔 北海 默 病 (Alzheimer’ s disease) 糖尿病 
和 兰 髓 损伤 等 。 另 一 些 应 用 包括 疾病 建 模 和 药物 筛选 。 

[0098] ”已 通过 多 种 方法 获得 了 诱导 多 潜能 干细胞 。 使 用 慢 病 毒 转 导 用 四 种 基因 0ct4、 
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Sox2、Nanog 和 Lin28 转 染 人 胎儿 或 新 生 儿 成 纤维 细胞 (Yu 等 ,2007) 。 在 感染 后 12 天 至 20 
天 ,具有 人 ES 细胞 形态 的 集落 变 得 可 见 。 挑 选集 落 并 扩 增 。 构 成 集落 的 诱导 多 潜能 干细胞 
与 人 ES 细胞 在 形态 上 类 似 、 表 达 多 种 人 ES 细胞 标志 物 并 且 在 被 注射 到 小 鼠 中 后 形成 具有 
神经 组 织 、 软 骨 和 肠 上 皮 的 畸 胎 瘤 。 

[0099] ”在 另 一 种 方法 中 ,使 用 逆转 录 病 毒 转 导 用 转录 因子 0ct4、Sox2、c-Myc Fil K1 £4 转 染 
成 体 人 皮肤 成 纤维 细胞 (Takahashi 等 ,2007) 。 将 经 转 染 的 细胞 铺 板 在 补充 有 碱 性 成 纤维 
细胞 生长 因子 (bFGF) 之 培养 基 中 的 SNL 饲养 细胞 (产生 LIF 的 小 鼠 细 胞 成 纤维 细胞 细胞 
R) b. £9 25 天 后 ,培养 物 中 出 现 与 人 ES 细胞 集落 类 似 的 集落 。 挑 选 ES 细胞 样 集落 , 并 
使 其 在 bFGF 存在 下 在 饲养 细胞 上 扩 增 。 

[0100] — iPS 细 胞 最 初 于 2006 年 由 小 鼠 细胞 产生 (Takahashi 等 , 2006) 以 及 于 2007 FHA 
细胞 产生 (Takahashi 等 ,2007 ;Yu 等 ,2007) 。 这 已 被 列 为 干细胞 研究 中 的 重要 进展 , 因为 其 
可 允许 研究 人 员 获 得 对 研究 具有 重要 意义 并 且 潜 在 地 具有 治疗 用 途 的 多 潜能 干细胞 而 无 
需 有 争议 地 使 用 胚胎 。 由 小 鼠 或 人 组 织 产生 诱导 多 潜能 细胞 GPS 细胞 ) 的 首次 成 功 证 明 
包括 使 用 表达 特定 转录 因子 组 的 道 转录 病毒 载体 。James Thomson 和 Shinya Yamanaka 之 
实验 室 中 的 研究 已 证 明 :通过 道 转录 病毒 载体 向 小 个 或 人 成 纤维 细胞 中 引入 特定 的 转录 因 
子 是 以 将 这 些 细胞 重 编 程 为 未 分 化 的 多 潜能 干细胞 。Thomson 使 用 的 因子 包括 0ct4、Sox2、 
Nanog 和 Lin28。Yamanaka 使 用 的 因子 包括 0ct4、Sox2、Klf4 和 c-Myc。 通过 任 一 基因 的 组 
的 重 编程 都 可 通过 将 转录 因子 整合 到 宿主 细胞 基因 组 中 并 表达 来 实现 或 者 通过 由 随后 可 
从 经 重 编程 细胞 丢失 产生 无 痕 (scarless) iPS 细胞 的 游离 型 质粒 进行 表达 来 实现 。 

[0101] ”基于 细胞 特征 ,ES 细胞 样 集落 的 细胞 是 诱导 多 潜能 干细胞 。 诱 导 多 潜能 干细胞 与 
A ES 细胞 在 形态 上 类 似 并 且 表 达 多 种 人 ES 细胞 标志 物 。 此 外 , 当 在 已 知 导 致 人 ES 细胞 分 
化 的 条 件 下 培养 时 ,诱导 多 潜能 干细胞 相应 地 分 化 。 例如 ,诱导 多 潜能 干细胞 可 分 化 成 具有 
内 胚层 祖 细胞 或 胰岛 B 细胞 结构 和 标志 物 的 细胞 。 预 期 , 几乎 任何 iPS 细胞 或 细胞 系 都 可 
用 于 本 发 明 , 包 括 , 例 如 Yu 和 Thompson, (2008) 中 所 述 的 那些 。 

[0102] ”从 小 鼠 制 备 诱导 多 潜能 干细胞 的 方法 也 是 已 知 的 (Takahashi 和 Yamanaka, 
2006). iPS 细胞 的 诱导 通常 需要 表达 或 暴露 于 来 自 Sox 家 族 的 至 少 一 个 成 员 和 来 自 Oct 
家 族 的 至 少 一 个 成 员 。Sox 和 Oct 被 认为 是 特 化 ES 细胞 身份 的 转录 调控 层次 的 中 心 。 例 
如 , Sox 可 以 是 Sox-1、Sox-2、Sox-3、Sox-15 或 Sox-18 ;0ct 可 以 是 0ct-4。 另 外 的 因子 可 
提高 重 编程 效率 ,如 Nanog, Lin28. K1f4 或 c-Myc ; 重 编程 因子 的 特定 组 可 以 是 包含 Sox-2、 
Oct-4, Nanog 和 任 选 的 Lin-28 的 组 ;或 包含 Sox-2、0ct4、 KIF 和 任 选 的 c-Myc 的 组 。 
[0103] ”与 ES 细胞 类 似 , iPS 细胞 具有 特征 性 的 抗原 ,所 述 抗原 可 使 用 SSEA-1、SSEA-3 和 
SSEA-4 (发育 研究 杂交 瘤 库 (Developmental Studies Hybridoma Bank) ,国家 儿童 健康 
和 人 类 发 育 研究 所 (National Institute of Child Health and Human Development), 
Bethesda Md.) 以 及 TRA-1-60 和 TRA-1-81 的 抗体 通过 免疫 组 织 化 学 或 流 式 细胞 术 被 鉴定 
或 确认 (Andrews 等 , 1987) 。 可 通过 将 约 0. 5x 10928 10x 10 个 细胞 注射 到 8 至 12 周 龄 大 
的 雄性 SCID 小 鼠 的 后 腿 肌 肉 中 来 确认 iPS 细胞 的 多 潜能 人 性。 发 生 证 明 3 个 胚层 中 每 一 个 
胚层 的 至 少 一 种 细胞 类 型 的 畸 胎 瘤 。 
[0104] ”在 本 发 明 的 某 些 方面 ,使 用 包括 Oct 家 族 成 员 和 Sox 家族 成 员 ( 例 如 0ct4 和 Sox2) 
的 重 编 程 因子 与 上 述 以 及 W02009/149233 中 所 述 的 KIf 和 /或 Nanog 的 组 合 由 重 编程 体 细 
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胞 制备 iPS 细胞 。 用 于 重 多 
维 细胞 、 角 质 形成 细胞 、 造 ! 
也 可 使 用 T 细 胞 作为 用 于 重 9 


X). 


[0105] HY 


说 BB GB 


细胞 、 间 充 质 细胞 、 肝 细胞 、 胃 


i 程 因子 可 由 
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3 程 的 体 细胞 可 以 是 可 被 诱导 多 潜能 性 的 任意 体 细胞 ,例如 成 纤 
细胞 或 B 细胞 。 在 某 一 个 方面 ， 
i 程 的 体 细 胞 的 来 源 (参见 W02010/141801, 其 通过 引用 并 入 本 


包含 在 一 种 或 更 多 种 载体 中 的 表达 盒 表 达 , 所 述 载体 例如 整合 型 


载体 或 游离 型 载体 ,例如 基于 EBV 元 件 的 系统 (参见 W02009/149233, 其 通过 引用 并 入 本 


文 ;Yu 等 ,2009) 。 在 另 一 个 方面 ,可 通过 绰 白 质 转 导 将 重 
2. 038AT4 细胞 是 被 设计 来 诱导 1 


[0106] 


i 程 蛋白 直接 引入 体 细胞 中 。 
细胞 生成 的 人 iPSC。 它 们 被 工程 化 来 组 成 型 地 


表达 rtTET 蛋白 以 用 于 进行 诱导 型 基因 表达 。 选 择 3 号 染色 体 上 的 人 Rosa26 基因 座 以 允 


许 表 达 ftTET。 通 过 同 源 重 组 将 LoxP Œ 4 
第 一 个 内 含 子 中 。 将 来 自 人 BCL 基因 (SA) 的 前 接受 体 
内 源 人 ROSA26 AM FRIAR DEW. EHER E 


ERGL 和 GFI1 的 编码 区 克隆 到 在 TET 诱导 型 启动 子 (Ptight) 12:51 


y 


A 


用 转移 酶 (Neo) 进行 阳 


XE: 


日 位 点 (LOX71 和 LOX2272) 引入 人 ROSA26 基因 的 
号 置 于 LOX71 位 点 之 前 以 允许 从 
性 选择 。 将 
刨 之 下 的 基于 PiggyBac ££ 


座 子 的 表达 载体 中 ,所 述 启动 子 是 一 种 rtTET 响应 性 的 诱导 型 启动 子 。 ERGI 和 GPL 在 诱导 


型 启动 子 Ptight fei 


胞 o ZIEH 
[0107] 


合 之 MaFA 的 多 


Al Ro AS 


诱导 转基因 表达 ,用 多 西 环 素 (DOX ;0. 2 u g/ml) 处 理 细 
重组 的 诱导 型 细胞 对 味 叭 霉 素 (Puro) MATHER (Neo) 具有 抗 性 。 


码 区 的 质粒 电 穿孔 到 iPSC 中 。 


2. 038MAFA 细胞 是 被 设计 来 过 表达 转录 因子 MaFA 的 人 ipPSC。 将 含有 与 新 霉 素 融 
使 用 新 霉 素 选择 对 新 出 现 的 克隆 进行 选择 。 


外 源 MaFA 在 TET 诱导 型 启动 子 (Ptight) 的 控制 之 下 ,所 述 局 动 子 是 MaFa GERARD 


存在 的 rtTET 


至 10u g/ml) 处 理 细胞 。 
群 进一步 进行 亚 殉 隆 以 获 


[0108] 
[0109] 


Ze Ef 


4B 


sy 


2. 038Mafa 细胞 。 


III. 内 胚层 祖 (EP) 细胞 特征 
可 根据 多 个 表 型 标准 对 细胞 


物 的 检测 或 量化 ` 酶 活性 以 及 对 形态 特征 和 细胞 内 信号 转 时 的 表征 。 


[0110] 


2D 培养 物 中 培养 时 ) 。 单 个 细胞 中 存在 的 一 个 或 更 多 个 这 样 的 特征 与 为 内 胚层 细胞 谱系 之 


成 员 的 细胞 一 致 。 可 如 下 对 细胞 是 否 具 有 内 胚层 细胞 的 特征 性 形态 特征 进行 无 人 


本 发 明 茶 些 方面 包括 的 内 胚层 细胞 具有 天 然 内 胚层 细胞 的 特 
特征 为 评价 此 类 二 


响应 性 的 诱导 型 局 动 子 。 为 了 诱导 转基因 表达 ,用 多 西 环 素 (DOX ;0. 1u g/ml 
重组 的 诱导 型 细胞 对 新 霉 素 (Neo) 具有 抗 竹 。 对 多 克隆 


进行 表征 。 所 述 标准 包括 但 不 限于 对 所 表达 细胞 标志 


征 性 形态 特征 。 所 述 
季 物 的 技术 人 员 所 容易 理解 ,并 且 包 括 圈 样 (doughnut-like) 形态 ( 当 在 


确定 :加 


密 分 化 的 后 代 细 胞 、 成 体 或 胎儿 内 胚层 细胞 以 及 一 种 或 更 多 种 阴性 对 照 细 胞 (例如 成 纤维 


细胞 或 RPE( ALP 


f UAR 
[0111] 


2. B 
dXE Au T 


定形 内 胚层 (DE) 是 一 种 瞬时 状态 , 其 快速 分 化 不 


Tif 


地 鉴定 


REX) 细胞 ) 的 显 微 图 


,然后 以 言 
了 来 自分 化 的 内 胚层 细胞 。 


不 完全 定 癌 于 内 胚层 命运 。 另 一 方 革 


法 方式 评价 这 些 显 人 微 图 


并 破 详 密 


能 增殖 、 无 明显 的 形态 并 且 可 
i» 内 胚层 祖 细胞 不 是 瞬时 的 ` 具 有 明显 的 形态 并 且 可 被 


无 限 地 培养 (Cheng 等 ,2013) 。 内 胚层 祖 细 胞 可 产生 内 胚层 谱系 〈 例 如 肝 、 胰 腺 和 肠 ) 中 的 


细胞 , 但 不 


[0112] 


能 体外 或 体内 产生 中 胚层 或 外 胚层 。 同 样 地 , EP 细胞 在 免疫 缺陷 小 
Wage. EE, DE 和 EP 细胞 可 代表 不 同 的 发 
胰腺 〈 约 手 大 小 的 器 官 ) 位 于 胃 下 部 之 后 。 其 包括 两 个 在 形态 和 生理 


育 中 间 物 并 且 可 具有 不 同 的 发 


鼠 中 不 形成 


A AE 


两 方面 均 


不 相同 的 结构 :产生 参与 消化 之 酶 (淀粉 酶 .脂肪 酶 等 AT Bi 
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CN 105358680 A 说 BB # 
参与 血糖 控制 之 激素 (胰岛素 、 胰 高 血糖 素 、 促 生长 素 抑制 


mj 


内 分 泌 胰 腺 中 的 细胞 被 组 
Langerhans) 或 胰 


细胞 。 
[0113] ”本 发 
表征 。 内 胚层 祖 细胞 的 特 


可 用 于 区 别 胰 岛 B 细胞 的 细胞 标志 物 的 


织 


岛 ) 。 每 个 胰 


明 的 细胞 还 可 根据 其 是 否 表达 有 
F 征 还 在 于 表达 CXCR4、CD117、FOXA1、FOXA2、CD31、CD34 和 SOX17。 
捉 性 实例 包括 PDX-1、 神 经 元 素 3.neuroD1、 胰 


为 


岛 


出 


ZI 


HR MEKK 


BA JERI 


md 


C 肤 和 胰 


岛 B 细胞 是 单 激素 的 和 
[0114] 


以 岛 形式 分 散在 胰腺 中 的 微 器 官 ( 朗 格 汉 
四 种 细胞 类 型 构成 :a 细胞 、B 细胞 、5 细胞 和 
细胞 以 及 e fuu. B 细胞 见于 胰岛 的 中 心 并 且 是 唯一 能 够 响应 于 葡萄 糖 而 分 泌 胰 


泪腺 内 胚层 谱系 的 特 


和 胰腺 多 肽 ) 的 内 分 泌 胰 腺 。 
Hr (islets of 
PP(Y) 
SRAI 


征 性 表 型 标志 物 来 进行 


ZA CHK. RRS B 细胞 标志 物 包 括 ,但 不 限于 ,PDX1、 
岛 素 。 与 胎儿 胰腺 之 未 成 熟 细 胞 同类 的 未 成 熟 胰岛 B 细胞 是 多 油 素 的 ,而 成 熟 胰 
葡萄糖 响应 性 的 。 
本 公开 内 容 中 列举 的 内 胚层 祖 蛋 白 决 定 复 可 使 用 任何 
例如 针对 细胞 表面 标志 物 的 流 式 免疫 细胞 化 学 .针对 细胞 内 或 细胞 表面 标志 物 的 免疫 组 织 


A 
m] 


适 的 免疫 学 技术 来 检测 ， 


化 学 (例如 ,对 国定 细胞 或 组 织 切片 进行 免疫 组 织 化 学 ) ,细胞 提取 物 的 Western 印迹 分 析 


以 及 针对 
地 使 用 经 标记 二 抗 或 其 他 组 


分 这 到 培养 基 中 的 细胞 提取 物 或 产物 的 酶 联 免疫 涡 


c 


。 任 选 地 固定 细胞 并 且 任 选 


合 物 (例如 生物 素 - DUE TIR A 


Ve 
BARA) 以 放大 标记 之 后 ， 
结合 , 则 细胞 


[= 


eI RU ME S R 


如 有 果 在 标准 免疫 细胞 化 学 或 
的 


[0115] 
列 特异 性 引物 通过 实时 聚合 


国 专利 No. 5, 843, 780) 。 用 于 本 公开 内 容 中 所 列举 的 特 
判 实 验 中 的 标准 操作 对 细胞 样品 进行 测定 在 标 
曾 产 物 , 则 认为 根据 本 公开 内 容 中 所 述 的 一 种 测 
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sf o 


Hg (例如 GenBank) 3k 
TEEEST [R] t. FA ER CH E 


4 
qn ys 


抗原 表达 被 认为 是 “抗体 可 
还 可 通过 Northern 


流 式 细胞 术 测 定 中 显 
检测 的 ”。 


著 可 检测 


EH E T. He 


TERR d SA Fs 
别 的 杂交 或 打 了 


的 mRNA, 则 指示 特 
Tos He 4 


[0116] 


XE E mRNA 水 平 的 表达 是 “可 检测 的 ”。 除 3 
定 标志 物 的 表达 。 如 果 所 述 水 平 至 少 2 倍 ,并 且 优选 10 倍 或 50 倍 以 上 高 
HU C 例如 ,未 分 化 多 潜能 干细胞 .成 纤维 细胞 或 其 他 不 相关 细胞 类 型 ) 的 水 平 , 则 
认为 在 蛋白 质 或 mRNA 水 平 检测 的 内 
还 可 根据 细胞 是 否 表 现 出 胰岛 B 细胞 谱系 细胞 的 特 


征 。 例 如 ,葡萄糖 刺激 的 胰 


= 


[0117] 
细胞 后 对 糖尿 病 小 鼠 模 型 的 
能 。 在 又 一 个 方面 ， 


在 男 一 个 方面 ,例如 通过 


B 细胞 可 通 


FE 点 印迹 杂交 分 析 或 者 在 标准 扩 + 
BE TRIM (PCR) 来 在 mRNA 水 平 检测 特 
定 标 志 物 的 序列 数据 可 


E 另 有 要 求 , 否则 如 果 通 过 RT-PCR 可 


A AAA B 细胞 特 


RADU (Glucose-Stimulated Insulin Secretion, GST 


曾 方法 中 使 用 序 
定 标 志 物 的 表达 (R 
从 公开 数据 


检测 到 相应 


异性 标志 物 的 表达 是 阳性 的 。 
征 性 酶 促 活 性 来 对 其 进行 表 
S) 测 


定 测量 响应 暴露 于 葡萄糖 刺 激 而 释放 的 C 肽 。 这 一 测定 提供 了 针对 每 个 胰岛 批 次 的 簿 萄 糖 
刺激 指数 。 所 述 指数 是 在 高 简 欧 糖 浓 度 相 对 于 低 殴 列 糖 浓度 下 释放 的 胰 


岛 素 的 比 。 


体内 


[0118] ”可 使 用 功能 性 测定 对 内 胚层 祖 细胞 进行 测试 。 例 

台 的 内 胚层 区 室 中 以 测试 其 鉴定 

[0119] ”有 技能 的 读者 将 容易 理解 :培养 内 胚层 祖 细胞 的 一 
未 分 化 细胞 群 中 生长 。 因 而 ,其 产生 下 游 谱 系 的 用 途 可 导致 更 特 


高 。 这 也 降低 污染 细胞 类 型 〈《 例 如 来 自 其 他 胚层 的 那些 ) 的 不 想 要 作用 的 潜能 。 


定 响应 于 葡萄 糖 刺激 产生 的 胰岛 素 水 平和 在 移植 分 化 
营救 (rescue) 来 评价 通过 分 化 提供 之 B 4 
过 其 高 锌 含量 来 鉴定 (Shiroi 等 , 2002). 


四 胞 的 生物 学 功 


如 ,可 将 所 述 细胞 移植 到 小 鼠 胚 


内 源 内 胚层 和 与 内 源 内 胚层 相互 作用 的 能 力 。 


个 优势 是 所 述 细 胞 可 在 同 源 的 
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化 细胞 类 型 的 分 化 效率 提 
如 通过 


CN 105358680 A 


免疫 染色 


[0120] 

细胞 中 存 
优选 具有 
备 物 中 的 


的 群 。 
[0121] 
[0122] 


[0123] 
[0124] 


AR ICBO 
LOppm) 1578 NHS 48 NLS 7 FI p s R h 
含 一 些 或 所 有 污染 细胞 类 型 UL 
根据 本 发 明 某 些 方面 提供 的 细胞 可 有 具有 从 原 


在 这 


c 


AC 


特 


er ES 
zi 


些 特 


4 征 中 的 越 多 特 


这 些 特征 中 至 少 2、3、5、7 或 9 个 特征 的 细胞 。 涉 及 如 可 


AC ORB, 


说 明 书 
或 其 他 合适 技术 所 而 
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dE I). 如果 少 于 0. 196 (优选 少 于 100ppm 或 
EGE, 则 本 发 明 的 EP 细胞 可 被 表征 为 基本 不 


P. EP 细胞 可 不 含 或 者 基本 不 含 间 充 质 细 胞 或 造 


始 来 源 获 得 之 细胞 的 多 个 特 
Ai, 其 越 可 被 表征 为 内 胚层 祖 细 胞 谱系 细胞 。 递 增 性 地 更 


细胞 。 
征 。 特 


c 


AC 


IV. 内 胚层 祖 细 胞 和 8B 细胞 分 化 因子 


本 发 明 的 某 些 方 革 
这 一 部 分 中 列举 的 基因 的 所 有 同 种 型 和 3 
A. 细胞 信号 转 导 抑 
在 本 发 明 的 某 些 方面 ,在 分 化 过 程 的 至 少 一 部 分 期 间 , REGE UTR 


联 之 信号 转 导 物 的 一 种 或 更 多 种 信号 转 导 抑 
和 实施 方案 中 , 当期 望 时 , o 
关上 游 刺 激 。 同 村 


抑制 剂 。 这 


的 其 他 抑 
[0125] 


y 


= 


45,50. 100, 150, 200,500 #2) 1000 pM 或 可 来 源 于 其 中 的 f 
JACET f 
中 在 肽 底 物 和 经 放射 性 标记 ATP FE PR 
记 被 并 入 到 底 物 中 。 将 每 个 反应 的 等 分 试 样 固定 在 磷 
游离 的 ATP。 然 后 ,测量 经 历 孵 
在 候选 激酶 抑 旬 
(1996) 也 描述 了 可 用 于 2 


[0126] 


这 本 


制剂 。 


pacigi 


il 


Bl AB Fe] fi 


这 样 的 信号 转 导 抑 人 


HTX 


[0127] 
[0128] 


c 


AC 


UF 


FUIT] d pU 


出 剂 《 例如 ,GSK3 Fil 


c 


AC 


AN C 


AC 


PAM 


1. 糖 原 合 酶 激酶 3 抑制 剂 


糖 原 合 酶 激酶 3(GSK3) 是 一 种 丝 氮 


育 之 后 的 底 物 的 活性 
中 剂 的 情况 下 的 相关 激酶 活性 可 
判 剂 的 针对 激酶 活 | 


A BONE IREN 


RAAE FER 
号 转 导 途径 中 信号 转 导 组 分 的 其 他 信号 转 导 
EJ, 当期 望 时 , mH RS 


Hl] Fl] ALK5 $ 


= 


存在 于 培养 容器 或 施用 制 
细胞 群 时 , 细胞 之 间 在 表达 这 些 特征 方面 的 一 致 性 通常 是 有 利 的 。 在 此 情况 
下 ,递增 性 地 更 优选 其 中 至 少 约 40966096. 8096 .90 % 95 % BK 9896 AYA 


四 胞 具有 期 望 特 征 


i 提供 了 内 胚层 祖 细胞 或 B 细胞 分 化 因子 。 本 发 明 人 还 考虑 了 
> 体 均 包 括 在 本 发 明 中 。 
制剂 / 持 搞 齐 
Baia Se TR 


田 胞 。 应 当 理 


解 ,在 这 些 方面 


J 


ee. dd 


RAY 


Hj. 


定 。 通 过 激酶 磷 


SPR ESP LTR 


TUER RAK 


言 号 转 导 途径 


rill BMP 乒 抗 剂 ) 可 以 以 下 
有 效 浓 度 使 用 :至 少 或 约 0. 02.0. 05.0. 1、0.2、0.5、1、2、3、4.5、10、15、20、25、30、35、40、 


都 是 已 知 的 。 例 如 , Davies 等 (2000) 描述 了 其 


发 化 底 物 导致 标 


发 中 洗涤 以 除去 


并 提供 激酶 活性 的 指示 。 


在 存在 和 不 存 


容易 地 使 用 这 样 的 测定 来 
生 的 测 


c 


Keo 


E/ TVA 


üxE. Downey 等 


£d FRE, 其 介 时 特 


i 会 各 


会 


HELE 27 24 
fU RES A 
还 涉及 控 


的 Ci, SES] C 


RIIDE 


基 


E 


EPE 


GSK3 是 不 寻常 的 激酶 ,因为 其 通常 需要 “ 


化 。 
[0129] 


GSK3 磷 


位 到 细胞 核 并 EH 


E Y MIN. Wit GSK3 
(也 称 为 “ 底 物 ”) 。 如 所 提 及 的 ,已 知 GSK3 HTE 
制 对 损伤 DNA 和 Wot 信号 转 导 的 细胞 响应 。GSK3 还 磷 
以 蛋白 水 解 成 失 活 形式 。 除 糖 原 
引发 激酶 (priming kinase) ”来 首先 使 底 物 碰 


发 化 的 结果 通常 是 抑制 底 物 。 例 如 , 当 GSK3 磷 


的 NFAT 家 族 时 , 这 些 转录 因子 不 能 日 此 被 扣 和 


TA 


定 细胞 底 物 中 


Wat 


儿 化 这 些 其 他 蛋白 质 通常 抑 


发 化 并 由 此 失 活 糖 原 合 酶 。 其 


发 化 Hedgehog (Hh) 途径 中 
合 酶 之 外 ,GSK3 还 具有 很 多 其 他 底 物 。 然而 ， 


会 


狼 化 其 男 一 底 物 转录 因子 中 


ijo BREA Wnt 信号 转 导 途径 


《其 是 在 发 育 期 间 建 立 组 织 模式 所 需 的 ) 中 的 重要 作用 之 外 , GSK3 还 对 在 诸如 骨骼 肌 肥 大 


Ab E 


H FR 


的 
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下 诱导 的 蛋白 质 合成 具有 关键 作用 。 其 作为 NPAT 激酶 的 作用 还 使 其 成 为 分 化 和 细 
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胞 增殖 两 者 的 关键 调节 因子 。 

[0130] ”GSK3 抑制 可 指 抑制 一 种 或 更 多 种 GSK3 酶 。GSK3 酶 家 族 是 公 知 的 并 且 已 对 多 个 
变 体 进行 了 描述 (参见 例如 Schaffer 等 ,2003) 。 在 一 些 具体 实施 方案 中 , GSK3-B 被 抑 
制 。GSK3- a 抑制 剂 也 是 合适 的 ,并 且 在 某 些 方面 ,用 于 本 发 明 中 的 抑制 剂 抑制 GSK3-a 和 
GSK3- B 两 者 。GSK3 抑制 剂 可 激活 例如 Wnt/ B- KEAR. 

[0131] ”GSK3 抑制 剂 的 具体 实例 包括 ,但 不 限于 , KRIAS A (Kenpaullone).1- 氮 杂 坎 帕 罗 
酮 (1-Azakenpaullone) , CHIR99021, CHIR98014, AR-A014418 ( 参见 ,例如 Gould 等 ,2004) 、 
CT 99021( 参 见 , 例如 Wagman, 2004) CT 20026( 参 见 , 例如 Wagman, 2004) 、SB415286、 
SB216763 (参见 ,例如 Martin 等 ,2005) 、_AR-A014418( 参 见 ,例如 Noble 56,2005) 、 锂 (参见 ， 
例如 Gould 等 ,2003) 、SB 415286 ( 参见 ,例如 Frame 等 ,2001) 和 TDZD-8( 参见 ,例如 Chin 
等 ,2005) 。 另 一 些 可 从 Calbiochem 获 得 的 示例 性 GSK3 抑制 剂 (参见 ,例如 W02008/094597， 
其 通过 引用 并 入 本 文 ) 包括 但 不 限于 BI0(2’72,3” £)-6-Bromomdirubm-3'- ffs (GSK3 Hit 
Fi IX) ;BIO- PES (2 Z, 3! E) -6- 3 BER ZL -3' - 丙酮 后 (GSK3 Hitl zi X) ; (5- 甲 基 -1H- 吡 
We -3- 基 )-(2- Adm Men -4- 其 ) A (GSK3 抑制 剂 XTIT) ;吡啶 并 味 唑 - 环 戊 二 烯 钉 复 
合 物 (GSK3 抑制 剂 XV) ;TDZD-8 4- W% -2- 甲 基 -1,2,4- BE “MAGE -3,5- 二 酮 (GSK3B 抑 
制剂 TD) 2- 硫 代 (3- HEAR AR SE ) -5- (1L- eke 3E ) -[1,3,4]- LIE (GSK3 B. 抑制 剂 IT) ; 
OTDZT 2,4- ZEH -5- ARE ME GE -3- ml (GSK3B 抑制 剂 IID;aea-4- 二 省 葵 乙 酮 
(GSK3 B 抑制 剂 VID) ;AR-AO 14418N- (4- PFH EE ) -N’ - (5- 硝 基 -1, 3- BEI -2- FE) 
Wk (GSK-3 B 抑制 剂 YIII) ;3-(1- (3- X6 A A ) -1H- 吡咯 并 [2, 3-b me we -3- FE ]-4- nt 
嗪 -2- 基 -吡咯 -2,5- 二 酮 (GSK3 B 抑制 剂 XT) ;TWS1 19 吡 咯 并 喀 啶 化合 物 (GSK3 P. 抑制 剂 
XII) ;L803H-KEAPP APPQSpP-NH2 或 其 肉 豆 苞 酰 化 形式 (GSK3 P. 抑制 剂 XIIT) ;2- 氧 -1-(4， 
5- i - WEY -2-3k)- AA (GSK3 B 抑制 剂 VI) ;AR-AO144-18 ;SB216763 ;以 及 SB415286 。 
[0132] ”本 文中 使 用 的 抑制 剂 优选 对 所 肢 回 的 激酶 具有 特异 性 。 已 用 对 GSK3 具有 特异 性 
的 CHIR99021 获得 了 良好 结果 。 适 用 于 CHIR99021 的 浓度 为 0.01 微 摩 尔 至 100 WER, È 
选 0. 1 微 摩尔 至 20 微 摩 尔 ,更 优选 0. 3 WERE 10 微 摩 尔 。 

[0133] ”2. ALK5 抑制 剂 

[0134]  TGF- 8 受 体 抑制 剂 总 体 上 可 包括 TGF 信号 转 导 的 任何 抑制 剂 或 对 TGF-B 受 体 
(例如 , ALK5) 抑制 剂 有 具有 特异 性 的 抑制 剂 ,其 可 包括 针对 TGF-B 受 体 之 显 性 负 性 变 体 以 
及 抑制 TGF- B. 受 体 表达 的 siRNA 和 反 义 核酸 的 抗体 。 示 例 性 的 TGF-B 受 体 /ALK5 抑制 剂 
包括 ,但 不 限于 ,SB431542 (参见 ,例如 Inman 等 ,2002)、A-83-01, 也 称 为 3-(6- P% -2- 吡 
Wt dk )-N- AE HE -4-(4- TE WK RE ) -1H- np mte —1- B (SERRE ( SL, Bl S Tojo 等 ,2005 ;可 
从 例如 Tocris Bioscience PA WW) ;2-(3-(6- FP Z& nt We -2- FE) -1H- HE IS -4- 其 ) -1. 
5- — 4 ZR 2E. Wnt3a/BIO( B Ul, f|] WO 2008/094597, 其 通过 引用 并 入 本 文 )、BMP4( 参 
Ji, 例 如 WO 2008/094597). GW788388 (-(4-[3- ( RI, We -2- BE )-1H- Hf MP —4- SE ] nt 
We —2— FE J -N- CU At -2H- HE ug —4- 28 ) 茶 甲 酰胺 )( 参 见 , 例 如 Gellibert 55,2006). 
SMI6 ( 参见 , 例 如 Suzuki 55,2007). IN-1130 (3- ((5- (6- FH EE i We -2- BE )-4-( 1# Ui 
Wk -6- 基 )-1H- 咪唑 -2- 基 ) 甲 基 ) 茶 甲 酰胺 ) (参见 ,例如 Kim $E, 2008) . GW6604 (2- AK 
基 -4- (3- ME mg -2- 3k -1H- mp WA —4— 3E ) nb we) CZ DL, Bl Bi de Gouville 55,2006) , 
SB-505124 (2- (5- XJF [1, 3] 间 二 氧 杂 环 成 烯 -5- 基 -2- UT Æ -3H- 咪唑 —4- 基 ) -6- FB 
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基 吡 啶 盐酸 盐 ) (参见 ,例如 DaCosta 等 , 2004) ;SU5416 ;lerdelimumb (CAT-152) ; 美 蔡 木 单 
抗 (metelimumab) (CAT-192) ;GC-1008 ;ID11 ;AP-12009 ;AP-11014 ;LY550410 ;LY580276 ; 
LY364947 ;LY2109761 ;SB-431542 ;SD-208 ;SM16 ;NPC-30345 ;K126894 ;SB-203580 ; 
SD-093 ;ALX-270-448 ;EW-7195 ;SB-525334 ;IN-1233 ;SK12162 ;Gleevec ;3,5, 7,2 ,4' - fi 
羟基 黄酮 (pentahydroxyfiavone) (Morin) ;激活 蛋白 -M108A ;P144 ;可 溶性 TBR2-Fc WWE 
AAW (SJL, PB WO 2008/006583 中 列举 的 那些 , 其 通过 引用 并 入 本 文 ) 以 及 Roth 等 
(2010) 中 报道 的 呀 叹 满 酮 。 

[0135] ”此 外 ,尽管 “ALK5 抑制 剂 ?并 非 骨 在 涵盖 非特 异性 激酶 抑制 剂 ,但 是 “ALK5 抑制 剂 ” 
应 被 理解 为 涵盖 除 ALK5 之 外 ,还 抑制 ALKA 和 /7 或 ALK7 的 抑制 剂 , 例 如 SB-431542 C 参见 ， 
例如 Inman 等 ,2002) 。 
[0136] “认为 ,抑制 TGF- B / 激活 和 蛋白 途径 将 具有 类 似 作 用 。 因 此 ,TGF-B7 激活 和 蛋白 途径 
的 任何 抑制 剂 (例如 ,上游 或 下 游 ) 可 与 本 文中 所 述 的 TGF-B /ALK5 抑制 剂 组 合 使 用 ,或 者 
替代 本 文中 所 述 的 TGF-B /ALK5 抑制 剂 。 示 例 性 的 TGF- B 7 激活 蛋白 途径 抑制 剂 包括 但 不 
限于 :TGF-B 受 体 抑制 剂 、SMAD 2/3 磷酸 化 的 抑制 剂 .SMAD 2/3 与 SMAD 4 之 相互 作用 的 抑 
制剂 以 及 SMAD 6 和 SMAD 7 的 活化 剂 /激动 剂 。 此 外 , 本 文中 所 述 的 分 类 仅 出 于 组 织 目的 
并 且 本 领域 技术 人 员 将 认识 到 化 合 物 可 影响 某 一 途径 内 的 一 个 或 更 多 个 点 ,因此 化 合 物 可 
以 以 一 种 以 上 限定 的 类 别 发 挥 功能 。 

[0137] | 3. ROCK 抑制 剂 

[0138] “多 潜能 干细胞 (特别 是 人 ES 细胞 和 iPS 细胞 ) 在 细胞 脱离 和 解 离 之 后 易于 凋 
To, 而 细胞 脱离 和 解 离 对 殉 隆 分 离 或 扩 增 以 及 分 化 诱导 有 具有 重要 意义 。 最 近 , 已 发 现 一 小 
类 分 子 提高 经 解 离 多 潜能 干细胞 的 克隆 效率 和 存活 ,例如 Rho 相关 激酶 (Rho-associated 
kinase, ROCK) 抑制 剂 ,其 是 用 于 ROCK 相关 信号 转 导 途径 的 抑制 剂 ,例如 Rho 特异 性 抑制 剂 、 
ROCK 特异 性 抑制 剂 或 肌 球 蛋白 II 特异 性 抑制 剂 。 在 本 发 明 的 某 些 方面 , ROCK 抑制 剂 可 用 
于 培养 和 传代 多 潜能 干细胞 和 / 或 干细胞 的 分 化 。 因 此 ,ROCK 抑制 剂 可 存在 于 多 潜能 干 细 
胞 生长 . 解 离 、 形 成 聚集 体 或 经 历 分 化 的 任何 细胞 培养 基 (例如 贴 壁 培养 物 或 巷 浮 培养 物 ) 
中 。 除 非 本 文中 另 有 声明 ,否则 肌 球 蛋白 II 抑制 剂 〈 例 如 blebbistatin) 可 蔡 代 ROCK Fil 
制剂 的 实验 性 用 途 。 

[0139] ROCK 信号 转 导 途径 可 包括 Rho 家 族 GTP R$ ;ROCK, Rho 下 游 的 主要 效应 物 激 酶 SL 
BRAGA IT, ROCK 下 游 的 主要 效应 物 (Harb 等 ,2008) ;以 及 任何 中 间 体 、 上 游 或 下 游 信 号 加 
工 物 (processor). ROCK 可 磷酸 化 并 失 活 肌 球 蛋白 磷酸 酶 靶 亚 基 1 (myosin phosphatase 
target subunit 1,MYPT1) (一 种 ROCK 的 主要 下 游 损 标 ) ,其 通过 去 磷酸 化 肌 球 蛋白 调控 轻 
链 (myosin regulatory light chain, MRLC) 负 调 节 肌 球 和 蛋白 功能 。 

[0140] ROCK 是 用 作 Rho ( 其 中 存在 三 种 同 种 型 -RhoA、RhoB 和 RhoC) WREE AWAR / 
苏 氨 酸 激酶 。 这 些 激酶 最 初 被 表征 为 形成 RhoA 诱导 应 力 纤 维和 黏着 斑 的 介 体 。 两 种 ROCK 
同 种 型 -ROCK1 (p160ROCK, 也 称 为 ROKB ) 和 ROCK2 (ROK a ) 由 N 端 激酶 结构 域 ,接着 含有 Rho 
结合 结构 域 的 卷曲 — 螺旋 结构 域 以 及 普 列 克 底 物 和 蛋白 同 源 结 构 域 (pleckstrin-homology 
domain, PH) 构成 。 两 种 ROCK 都 是 细胞 骨架 调节 剂 , JP st RhoA 对 应 力 纤维 形成 平滑 肌 收 
缩 、 细 胞 犁 着 、 膜 起 皱 和 细胞 运动 性 的 作用 。ROCK 可 通过 革 向 下 游 分 子 ( 例 如 肌 球 蛋白 II、 
肌 球 蛋白 轻 链 (myosin light chain, MLO) MLC 磷酸 酶 (MLCP) 以 及 磷酸 酶 和 张力 蛋白 同 源 
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物 (phosphatase and tensin homolog, PTEN) 来 发 挥 其 生物 学 活性 。 
[0141] ROCK 抑制 剂 的 非 限制 性 实例 包括 HA-100、Y-27632、H-1152、 
HA1077) . Y-30141 C 描述 于 美国 专利 5, 478, 838 中 ) 、Wf-536、HA-1077 


GSK269962A、SB-772077-B 及 其 衍生 物 。 此 外 , 由 于 其 他 低 分 子 化 合 物 作为 ROCK 10 t 
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Fasudil( 也 称 为 
. Fe XE -HA-1077、 


一 


剂 是 已 知 的 , 因此 这 样 的 化 合 物 或 其 衍生 物 也 可 用 于 实施 方案 中 (例如 ,参考 美国 专利 
公 开 No. 2005/0209261、2005/0192304、2004/0014755、2004/0002508、2004/0002507、 


2003/0125344 和 2003/0087919, 以 及 国际 专利 公开 No.2003/0622 
2003/062225、2002/076976 和 2004/039796, 其 通过 引用 并 入 本 文 ) 。 在 本 
还 可 使 用 一 种 或 两 种 或 更 多 种 ROCK 抑制 剂 的 组 合 。 在 本 发 明 的 某 些 方面 
异性 抑制 剂 (例如 , 肉 毒 杆菌 (Clostridium botulinum) C3 胞 外 酶 ) 和 / 
异性 抑制 剂 作为 ROCK 抑制 剂 。 

[0142] ”4. BMP 途径 括 抗 剂 


27、2003/059913、 
发 明 的 某 些 方面 ， 
,还 可 使 用 Rho 特 
RIRE A II 特 


[0143] ”在 一 个 实施 方案 中 , BMP 信号 转 导 途 径 的 捕 抗 剂 ( 即 BMP fii Fe Se DUI B& BMP 


捕 抗 剂 ) 抑制 或 下 调 组 成 型 活性 BMP 信号 转 导 途径 。 在 一 个 实施 方案 中 


» BMP 信号 途径 是 


BMP2 或 BMP4 介 导 的 信号 转 导 途径 。 在 一 个 实施 方案 中 , BMP 信号 转 导 的 持 抗 剂 抑制 I 型 
BMP 受 体 信号 转 导 。 在 一 个 实施 方案 中 , BMP 信号 转 导 途径 的 持 抗 剂 通过 与 I 型 BMP 受 体 


结合 来 抑制 1 型 BMP 受 体 信号 转 导 。 在 一 个 实施 方案 中 , 工 型 BMP 受 体 包括 ALK2、ALK3 或 


ALK6。 在 一 个 实施 方案 中 ,BMP 信号 转 导 途径 的 持 抗 剂 抑制 对 SMAD 1.SMAD 5 或 SMAD 8 的 


磷酸 化 。 在 又 一 个 实施 方案 中 , BMP 信号 转 导 途径 的 皇 抗 剂 抑制 BMP2 或 


BMP4 与 BMP 受 体 


的 结合 或 者 II 型 BMP 受 体 与 I 型 BMP 受 体 的 相互 作用 。BMP 信号 转 导 途径 的 捕 抗 剂 是 化 
学 试剂 。 化 学 试剂 可 包括 ,但 不 限于 , dorsomorphin、LDN1 93189 及 其 类 似 物 。 多 肽 衍生 的 


BMP 途径 持 抗 剂 包括 , 但 不 限于 , 头 重 白 ,gremlin、 痊 索 发 生 素 、 促 滤 泡 素 抑制 素 、cerberus、 


PRDC、USAG-1、Coco MENEH. 
[0144] 5. Hedgehog 抑制 剂 


[0145] Hedgehog 抑制 剂 包括 ,但 不 限于 , KAAD- 环 巴 胺 ;6DC-0449 ; (Solinas “, 2012) 
EH Fhe TES AS) Ope ek it ARS Pe SE HR APT PE SEM AT AE ; (Brunton 等 ,2008) "P Fh TE AY AX Ak IE e ji] 


ik : Winkler 45,2009) 中 报道 的 环 巴 胺 类 似 物 ;AY9944、LY2940680、 
GDC-0449, ZX LFE (triparanol). 28 P a. F Et EPA ee RE (su 
FAT HS. AKA Ali. ANE “hedgehog FH fill Ff) "SFA MAK smoothened 的 活 
ANPR patched 和 GIi 1 的 活性 的 试剂 。 本 文中 使 用 的 术语 “hedgehog i 


MRT-10. MRT-83、 
lfisomadine) , Fé, 
性 并 降低 Hh 途径 
558)" 不 仅 指 可 通 


过 直接 抑制 hedgehog 蛋白 的 正常 功能 来 起 作用 的 任何 试剂 , 而 且 指 抑制 
性 并 由 此 概括 pte 功能 的 任何 试剂 。 
[0146] 6. y 分泌 酶 抑制 剂 


hedgehog 途径 活 


[0147] ”活性 y 分 泌 酶 是 四 种 捍 白 质 的 复合 物 , 其 中 早老 和 蛋白 (PS) 被 认为 通过 位 于 和 蛋白 


质 之 跨 腊 结构 域内 的 两 个 高 度 保守 的 天 冬 氨 酸 D257 和 D385 来 提供 活性 位 点 。 为 了 变 得 有 


活性 , 必须 对 未 成 熟 的 PS 进行 加 工 并 将 其 与 其 他 和 蛋白质 一 起 并 入 复合 物 中 以 变 得 稳定 。 这 


包括 通过 称 为 “早老 和 蛋白酶 (presenilinase) ”的 酶 进行 蛋白 水 解 切割 ,这 产生 在 成 熟 蛋 白 


一 个 。 然 而 ,在 不 存在 复合 物 之 其 他 成 员 的 情况 下 ,即使 该 成 熟 PS 也 不 足 
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酶 中 保持 彼此 相关 联 的 N 端 片段 和 C 端 片段 ,其 中 每 个 片段 均 含有 两 个 必需 天 冬 氨 酸 中 的 


以 切割 APP。 这 些 
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说 


例如 ， 
Su rms BI o 
复合 物 之 活 ' 
[0148] 
基 -L- AA 


一 日 将 Pen-2 与 
th 


aN 


基 1-S- 


迄今 所 述 的 最 特异 


j Aph-1 MEREK 


+t 


茶 基 甘氨酸 


种 细胞 可 透 过 的 二 肽 


明 B 


JE Ai (经 鉴定 为 呆 和 蛋白 icastrin). Aph-1 和 Pen-2) 7 
起 并 入 复合 物 ,其 
同 地 ,四 种 蛋白 质 的 复合 物 可 重 构 y 分 泌 酶 活性 ,其 
生 核 心 的 作用 ,有 时 单独 PS AS Ep ARH 
:性 和 有 效 的 Y 分 泌 酶 抑制 3 

-f- 丁 酯 (DAPT) ,其 抑制 PS-1 和 PS-2 两 者 。 
FE 过 渡 态 类 似 物 , 其 在 置换 测定 中 可 适度 地 竞争 y 分 泌 酶 活性 位 点 ， 


JU" y d HUN. 


9] Jg N-tN-fS. S- Z HE Z BE 
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调节 复合 物 的 成 熟 ,稳定 和 运输 。 
Mi PS 进行 早老 蛋白 酶 切 
基于 PS 被 提议 作为 


DAPT 是 一 


表明 活性 位 点 和 DAPT 之 结合 位 点 之 间 存 在 一 些 重 倒 。 
[0149] fk RLF (peptidomimetic) 抑制 剂 包 括 Shearmen 等 (2000) 所 述 的 L-685， 
458((5S) - (A J Si Sd mE )-6- 葵 基 - (AR) 羧基 -(2R) 下 基 已 酰基 ) -L-1eu-L-phe- HE 


FE). 


泌 酶 抑制 


ALX-260-127 是 Wolfe 等 
Li 等 (2000) 描述 了 针对 


y 分 泌 酶 活性 位 点 的 光 活化 y 分 泌 酶 抑 
样 B 前 体 和 蛋白 C100 作为 底 物 的 体外 y. 分 泌 酶 测定 中 ,硫化 舒 林 酸 
SSide) 直接 作用 于 y 分 泌 酶 并 且 优 先 抑 于 


(1998) 所 述 的 y 分 小 酶 的 可 逆 二 气 酮 及 模拟 物 捉 和 


| 剂 。 


H 
市 | 


剂 。 在 使 用 重组 演 粉 


Y0-01027、LY-411575、LY2811376 和 (RP) - MEL 2. 


[0150] “此 外 , 已 描述 
(2003) ,Pinnix 等 


[0151] 
[0152] 


B. 分 化 因子 


了 用 于 筛选 y a ERR 
(2000) 之 基于 检测 APP 的 推定 C 端 户 段 -Yy 的 测定 ;McLendon 等 
的 v 分泌 酶 活性 的 无 细胞 测定 。 


本 公开 内 容 中 举例 说 明 的 内 胚层 祖 细 胞 促 生 长 因子 可 


1 剂 的 多 种 测定 ,例如 通 


包括 


(sulindac sulfide, 


| y 分 泌 酶 活性 ,Takahashi 等 (2003). B y 分 
剂 的 其 他 实例 包括 ,但 不 限于 , R04929097、BMS-708163、Semagacestat、 MK-0752、 


过 Takahashi 等 
(2000) 


能 够 促进 可 进一步 分 


化 成 单 激素 胰腺 B 细胞 之 细胞 生长 的 可 溶性 生长 因子 ( 肽 激素 、 细 胞 因子 、 配 体 - 受 体 复 


合 物 及 其 他 化 合 物 ) 。 


FGF (bFGF) 、BMP-4、EGF、 激 活 蛋 


[0153] 
和 分 化 潜能 具 


的 试剂 的 非 限 舍 


可 促进 内 胚层 祖 细胞 的 自我 更 新 。 


[0154] 


aH Ms PE Be AA ) 。 


还 已 表明 ,VEGF 功能 对 


MIRRI 
[0155] 


提供 


管 病 ) 具有 重要 
内 胚层 祖 细 胞 和 胰 


在 男 一 些 实施 方案 中 ,一 种 或 更 多 种 分 化 因子 是 1 
endothelial growth factor, VEGF), RE Ze 5JE MARIA zs ERR I 
bE SSS AL. VEGF 可 影响 多 种 细胞 类 型 ,包括 1 


LZ 


1 性 性 实例 包括 ,但 不 限于 ， 


生长 因子 ,例如 碱 性 


Él A, TGF B 和 VEGF, 或 者 其 同 种 型 或 z 
在 某 些 实施 方案 中 , 一 种 或 更 多 种 分 化 因子 是 BMP-4, 其 对 调节 造 ] 
有 重要 作用 (Bhardwaj 等 , 2001 ;Bhatia 等 ,1999 ;Chadwick 2003). BMP-4 还 


以 及 其 他 细胞 类 


> 体 。 


祖 细 胞 的 增殖 


管内 皮 生 长 因子 (vascular 


管 生 成 的 重要 信和 号 
型 (例如 ,神经 元 、 癌 


wea O 
A X. 


2005) 。 
(Cheng 55,2010) 。 
[0156] V. 细胞 培养 
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岛 B 细胞 的 分 化 可 通过 
一 种 或 更 多 种 因子 接触 来 实现 ,所 述 因 子 包 括 但 不 限于 激活 和 蛋 
VEGF, FGF2/bFGF, EGF, FGF 10、B27、TGFB 、 烟 
W Erg-1 以 及 GFI) 直接 和 /或 间接 地 参 


酰胺 和 视 黄 


多 种 疾病 状态 CELER 


cs 糖尿 病 ^ El 身 免 疫病 


使 细胞 与 这 一 
É A, Nodal, Wnt3A、BMP4、 
和 发。 此 外 ,已 知 Ets 转录 因子 ( 例 
参与 B 细胞 分 化 (Kobberup 等 ,2007 ;Shroyer 等 ， 
另外 ,不 受理 论 的 束缚 ,已 知 由 低 氧 诱导 其 表达 的 HIF-1a 是 经 调节 的 B 细胞 功能 


部 分 中 所 述 的 任意 
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[0157] ”本 文中 使 用 的 术语 “培养 的 /经 培养 的 ”在 提 及 细胞 时 可 指 在 体外 环境 中 正经 历 
细胞 分 裂 或 不 经 历 细胞 分 裂 的 一 个 或 更 多 个 细胞 。 例 如 , 体外 环境 可 以 是 本 领域 中 已 知 的 
适合 体外 维持 细胞 的 任何 培养 基 , 例如 合适 的 液体 培养 基 或 琼脂 。 适 用 于 细胞 培养 的 体外 
环境 的 有 具体 实例 在 Culture of Animal Cells:a manual of basic techniques(1994) ; 
Cells :a laboratory manual (1998) ;以 及 Animal Cells :culture and media(1994) 中 进 
行 了 描述 。 

[0158] ”本 文中 使 用 的 术语 “细胞 系 ” 可 指 可 以 被 传代 至 少 一 次 而 不 终止 的 经 培养 细胞 。 本 
发 明 涉 及 可 被 无 限 地 传代 的 细胞 系 。 下 文中 对 细胞 传代 进行 了 定义 。 

[0159] ”本 文中 使 用 的 术语 “悬浮 ”可 指 其 中 细胞 不 附着 于 固体 支持 物 的 细胞 培养 条 件 。 可 
在 增殖 的 同时 使 用 本 领域 技术 人 员 公 知 的 仪器 搅拌 悬浮 增殖 的 细胞 。 

[0160] “本 文中 使 用 的 术语 “ 单 层 ” 可 指 附着 于 回 体 文 持 物 同时 在 合适 培养 条 件 下 进行 增 
殖 的 细胞 在 合适 生长 条 件 下 以 单 层 增殖 的 细胞 中 的 一 小 部 分 可 附着 于 单 层 中 的 细胞 而 不 
附着 于 固体 文 持 物 。 

[0161] “本 文中 使 用 的 术语 “经 铺 板 的 ?或 * 铺 板 ? 在 提 及 细胞 时 可 指 体外 建立 细胞 培养 物 。 
例如 ,可 将 细胞 在 细胞 培养 基 中 稀释 , 然后 添加 至 细胞 培养 板 、 培 养 四 或 培养 瓶 。 细 胞 培养 
板 是 本 领域 中 普通 技术 人 员 所 通常 知道 的 。 可 将 细胞 以 多 种 浓度 和 / 或 细胞 密度 铺 板 。 
[0162] ”术语 “细胞 铺 板 ”还 可 延伸 为 术语 “细胞 传代 ”可 使 用 本 领域 技术 人 员 公 知 的 细 
胞 培养 技术 来 传代 本 发 明 的 细胞 。 术 语 “ 细 胞 传代 ” 可 指 涉及 以 下 步骤 的 技术 : (1) 从 固体 
支持 物 或 基底 释放 细胞 并 将 这 些 细胞 解 离 , 以 及 〈2) 在 适合 进行 进一步 细胞 增殖 的 培养 基 
中 稀释 所 述 细胞 。 细胞 传代 还 可 指 除去 含有 经 培养 细胞 的 液体 培养 基部 分 并 向 原始 培养 容 
器 添加 液体 培养 基 以 稀释 细胞 和 人 允许 进一步 的 细胞 增殖 。 此 外 ,还 可 将 细胞 添加 至 已 补充 
有 适合 进行 进一步 细胞 增殖 之 培养 基 的 新 培养 容器 。 

[0163] ”与 环境 空气 中 的 氧 浓度 ( 约 15% 至 202658, ) 相 比 ,本 文中 使 用 的 术语 “ 低 氧 ?和 
“ 低 氧 条 件 ” 可 指 以 较 低 氧 浓度 为 特征 的 条 件 。 在 一 个 方面 , 低 氧 条 件 以 低 于 约 10% 的 氧 浓 
度 为 特征 。 在 另 一 个 方面 , 低 氧 条 件 以 如 下 氧 浓度 为 特征 : 约 1% 至 10%、1% 至 9%、1% 至 
8%、1% 至 7%、1% 至 6%、1% 至 5%、1% 至 4%、1% 至 3% 或 1% 至 2%, 或 者 可 来 源 于 其 中 
的 任意 范围 。 

[0164] ”本 文中 使 用 的 术语 “增殖 ”在 提 及 细胞 时 可 指数 目 可 随时 间 增 加 的 细胞 组 。 
[0165] ”本 文中 使 用 的 术语 “永久 性 的 ?或 “无 限 增殖 化 的 ?在 提 及 细胞 时 可 指 这 样 的 细胞 ， 
其 在 于 体外 环境 中 培养 的 同时 可 经 历 细 胞 分 裂 并 且 细 胞 数目 加 倍 多 次 直至 细胞 终止 . 在 显 
著 数 目的 细胞 于 培养 物 中 终止 之 前 ,永久 性 细胞 系 可 加 倍 超过 10 次 。 优 选 地 ,在 显 着 数目 
的 细胞 于 培养 物 中 终止 之 前 ,永久 性 细胞 系 可 加 倍 超 过 20 次 或 超过 30 次 。 更 优选 地 ,在 显 
车 数目 的 细胞 于 培养 物 中 终止 之 前 ,永久 性 细胞 系 可 加 倍 超 过 40 次 或 50 次 。 最 优选 地 ,在 
显著 数目 的 细胞 于 培养 物 中 死亡 之 前 ,永久 性 细胞 系 可 加 倍 超过 60 次 。 

[0166] ”起 始 细胞 和 分 化 细胞 一 般 对 培养 基 和 培养 条 件 具 有 不 同 的 需求 。 通常 在 引入 分 化 
因子 后 ,在 已 知 适合 起 始 细胞 生长 的 培养 基 存 在 下 并 在 已 知 适合 起 始 细胞 生长 的 培养 条 件 
下 进行 至 少 初 始 培 养 阶 段 。 接 着 ,在 已 知 适合 分 化 细胞 的 分 化 培养 基 存 在 下 并 且 在 已 知 适 
合 分 化 细胞 的 条 件 下 进行 后 续 培 养 时 期 。 在 进行 足够 时 间 的 分 化 之 后 , 可 在 扩 增 培养 基 中 
对 分 化 细胞 进行 进一步 培养 以 扩 增 所 述 分 化 细胞 。 这 样 的 扩 增 培养 基 可 包含 上 文 所 述 的 一 
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ERE 6 天 , 更 优选 至 多 4 天 ,并 且 在 下 文 所 述 的 一 些 具体 实 
施 方案 中 不 超过 3 R, 更 具体 为 至 多 1 天 或 大 约 1 天 。 在 包含 一 种 或 更 多 种 信号 转 导 抑 各 
基 中 的 后 续 培 养 阶段 适当 地 持 乡 
14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33 天 ,或 可 
并 且 可 持续 
胞 或 B 细胞 的 一 
行 培养 , 后 续 


一 


0、11、12、13、 
来 源 于 其 中 


至 多 120 天 ,优选 至 多 10 天 。 在 下 文 所 述 的 用 于 产生 内 胚层 祖 细 
个 有 具体 实施 方案 中 ,初始 培养 阶段 持续 约 5 天 ,并 且 通 过 在 多 种 分 化 培养 
阶段 持续 约 26 天 至 44 天 。 分 化 条 件 可 基本 不 包含 


饲养 细胞 。 在 


基 。 为 了 提高 分 化 ,分 化 培养 基 还 可 包 
其 可 包含 TGF- B. 


[0168] A. 一 般 性 条 件 
[0169] ”将 基于 所 使 用 的 培养 基 和 干细胞 对 根据 本 发 明 的 培养 条 件 进行 适当 限定 。 根 据 
本 发 明 某 些 方面 的 培养 基 可 通过 使 用 用 于 培养 动物 细胞 的 培养 基 作 为 其 基础 培养 来 进行 


AB 
rH 


养 动物 细胞 即 可 。 


[0170] 


CL 


根据 本 发 明 的 培 


出 备 , 例 如 以 下 中 的 任意 及 其 任意 组 合 :TeSR、Essential 8 培养 寺 
Glasgow MEM, 改进 的 MEM Zinc Option, IMDM, XE 2$ 
DMEM, Ham, RPMI 1640 JI Fischer 培养 基 , 但 所 述 培养 3 


基 并 不 特别 


力 


限于 此 


其 、BME、 BGJb、CMRL 1066、 
其 199 (Medium 199).Eagle MEM, a MEM, 


,只 要 其 


可 用 于 培 


基 可 以 是 


未 经 处 理 或 未 经 纯化 的 1 
来 源 组 分 (例如 生长 因子 ) 的 培养 基 。 


与 干细胞 来 源 于 同 
根据 本 发 明 的 培养 基 可 包含 或 者 可 不 包含] 
括 适 当 含 有 以 下 物质 的 材料 AEA Aww anA EA AE 
白质 水 解 物 ) PEIRE 
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通过 国际 公开 No. 98/30679 中 公开 的 方法 来 种 
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RIEME 
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动物 。 
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售 可 得 的 材料 。 市 售 可 和 $ 
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[0172] 


本 发 明 的 培养 


bco). 


基 还 可 包含 有 


清 培养 基 或 无 血清 培养 基 。 无 ] 


清 培养 
液 来 源 组 分 或 动物 组 


基 指 不 含 


织 


从 防止 异 源 动物 来 源 组 分 的 污染 方 


清 的 任何 丛 代 物 。] 


面 考虑 ,1] 


iri n] 


T8 EA] CA 


白 蔡 代 物 例 


van 


如 重组 白 蛋 白 、 


FC 


或 其 他 铁 转 运 蛋 白 ) JR DS 
- 硫 代 甘油 (thiolgiycerol) 或 其 等 同 物 。 
| 备 。 或 者 ,为 了 更 方便 
J8 tH (knockout Serum Replacement, 
定 的 脂 质 浓 缩 物 (Chemically-defined Lipid concentrated, Gibco) 和 


E. 


岛 素 .胶原 
例如 , 血清 


in 


,可 使 用 任 


HS 


站 肪 酸 或 脂 质 、 氨 (例如 


AES 


Ft ie 


) 、 维 生 素 、 


生长 因子 、 细 胞 因子 、 抗 氧化 物质 、2- 


度 可 以 为 例如 约 0.05mM 至 1. 0mM, 特 


Sie CWE A 


此 ,只 要 其 适合 培养 干细胞 即 可 。 


[0173] 


用 于 培养 本 发 明细 胞 的 培养 容器 可 包括 ,但 不 特 


别 是 约 0. 1mM 至 0. 5mM, 但 是 所 述 


别 限 于 OR. 


E25 ML, 2H A 8t Fe UL. E ILS HAR. FLA e C. E FLAK. RESET. s 


CelISTACK® Chamber. FARMAH, RB RE ed e Hc BS p Re BT RT 


RBA ICA LER. 2- Si 
浓度 并 不 特 


2H £ 
室 载 


基 乙 醇 的 浓 
别 限 于 


L 


245 FE HE IL. 
玻 片 、 管 、 盘 、 


根据 培养 的 需 


求 ,可 在 以 下 体积 中 培养 干细胞 :至 少 或 约 0. 2n1.0. 5nl lml、2mnl、5mnl、10ml1、20ml1、30ml 、 
40ml.50ml. 100ml1. 150m1. 200m1. 250m1. 300m1. 350ml1 . 400m1 , 450m1 .500m1 .550m1.600m1 , 


800m1, 1000m1 , 1500m1, 或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范 
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生物 反应 器 , 其 可 指 支持 生物 学 活性 环境 的 任何 装置 或 系统 。 生 物 反 应 器 的 体积 可 以 为 至 
少 或 约 2 升 .4 升 .5 升 .6 升 .8 升 .10 升 .15 升 .20 升 .25 升 .50 升 75 升 、.100 升 150 F 200 
升 .500 升 、1 立方 米 、2 立方 米 .4 立方 米 .6 立方 米 .8 立方 米 、10 立方 米 、15 立方 米 , 或 可 来 
源 于 其 中 的 任意 范围 。 

[0174] “培养 容器 可 以 是 细胞 粘 附 型 的 或 非 粘 附 型 的 ,并 且 可 根据 目的 来 选择 。 细 胞 粘 附 
型 培养 容器 可 包 被 有 用 于 细胞 粘 附 的 任何 底 物 〈 例 如 胞 外 基质 (ECM) ) 以 改善 容器 表面 对 
细胞 的 烙 附 性 。 用 于 细胞 粘 附 的 底 物 可 以 是 肯 在 附着 干细胞 或 饲养 细胞 (如果 使 用 的 话 ) 
的 任何 物质 。 用 于 细胞 粘 附 的 底 物 包 括 胶原 蛋白 明胶 、 聚 -L- ERR. R -D- 赖 氨 酸 、 玻 连 
EA BIERA. APERA. PLO 层 粘连 和 蛋白、 纤维 和 蛋白、 凝血 酶 , 和 RetroNectin 及 其 混合 
物 , 例 如 Matrigel™, 以 及 经 裂解 的 细胞 膜 制备 物 (Klimanskaya 等 , 2005) 。 

[0175] ”可 适当 地 限定 其 他 培养 条 件 。 例 如 ,培养 温度 可 以 为 约 30C 至 40'C, 例 如 ,至 少 
或 约 31'C,32'C,33'C.34'C,35'C,36'C,3770,38 C, 39 C ,但 不 特别 限于 这 些 。C0, 浓 度 可 
以 为 约 1% 至 10%, 例 如 约 2% 至 5%, 或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 氧 张力 可 以 为 至 少 或 
4) 1% 5% .8% 10% 20% ,或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 对 于 常 氧 培养 物 , 氧 张 力 优 选 为 
20%。 常 氧 和 低 氧 培养 条 件 在 下 文 进行 了 进一步 描述 。 
[0176] ”例如 ,在 某 些 方 面 ,本 发 明 的 方法 可 用 于 细胞 的 贴 壁 培养 。 在 此 情况 下 , 可 在 饲养 
细胞 存在 下 培养 细胞 。 在 本 发 明 的 方法 中 使 用 饲养 细胞 的 情况 下 , 可 使 用 基质 细胞 ( 例 
如 胎儿 成 纤维 细胞 ) 作为 饲养 细胞 (例如 ,参考 Hogan 等 , Manipulating the Mouse 
Embryo, A Laboratory Manual (1994) ;Gene Targeting, A Practical Approach(1993) ; 
Martin(1981) ;Evans 和 Kaufman (1981) ;Jainchill 等 , (1969) ;Nakano “ (1996) ;Kodama 
等 (1982) ;以 及 国际 公开 No. 01/088100 和 2005/080554) 。 

[0177] “在 某 些 方 面 ,本 发 明 的 方法 还 可 用 于 细胞 的 悬浮 培养 ,包括 在 载体 上 的 悬浮 培养 
(Fernandes 等 ,2004) RER / 生物 聚合 物 包 封 (美国 公开 2007/0116680) 。 相 对 于 培养 
容器 或 培养 基 中 的 饲养 细胞 ( 如 果 使 用 的 话 ) ,术语 细胞 的 悬浮 培养 意 指 在 非 贴 壁 条 件 下 
培养 细胞 。 细 胞 的 悬浮 培养 包括 细胞 的 解 离 培养 和 细胞 的 聚集 体 悬 浮 培 养 。 术 语 细胞 的 解 
离 培养 意 指 培养 营 浮 的 细胞 , 并 且 细 胞 的 解 离 培养 物 包 括 单 个 细胞 的 解 离 培养 物 或 由 多 个 
细胞 (例如 , 约 2 至 400 个 细胞 ) 构成 之 小 的 细胞 聚集 体 的 解 离 培 养 物 。 当 继续 进行 上 述 
解 离 培养 时 ,经 培养 的 解 离 细胞 形成 较 大 的 细胞 聚集 体 , 并 且 此 后 可 进行 察 集体 苹 浮 培养 。 
聚集 体 悬 浮 培养 包括 胚 状 体 培 养 方法 (参见 Keller 等 ,1995) 和 SFEB 方法 (Watanabe 等 ， 
2005 ;国际 公开 No. 2005/123902) 。 

[0178] ”根据 本 发 明 一 些 实施 方案 的 方法 ,用 于 基 译 培养 细胞 的 培养 容器 可 以 是 具有 合适 
纯度 级 别 的 任何 组 织 培养 容器 ,其 具有 被 设计 成 使 得 在 其 中 培养 的 细胞 不 能 够 粘 附 或 附着 
于 此 表面 (例如 , 非 组 织 培养 处 理 的 细胞 , 以 防止 附着 或 粘 附 于 表面 ) 的 内 表面 。 优 选 地 ， 
为 了 获得 可 扩展 培养 ,使 用 受 控 培养 系统 (优选 计算 机 控制 的 培养 系统 ) 来 实现 根据 本 发 
明 一 些 实施 方案 的 培养 ,其 中 使 用 合适 的 装置 自动 执行 培养 参数 (例如 温度 、 搅 拌 、pH 和 
p02) 。 一旦 培养 参数 被 记录 , 系统 被 设置 成 根据 促进 细胞 扩 增 的 需要 自动 调节 培养 参数 。 可 
在 动态 条 件 下 〈 即 ,在 其 中 在 悬浮 培养 的 同时 使 细胞 持续 移动 的 条 件 下 ) 或 非 动态 条 件 下 
( 即 ,静态 培养 ) 培养 细胞 而 同时 保留 其 增殖 能 力 。 对 于 细胞 的 非 动 态 培养 , 可 在 未 经 包 被 
的 58mm 培养 外 (Greiner,Frickenhausen,Germany) 中 培养 细胞 。 对 于 细胞 的 动态 培养 , 可 
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在 转 瓶 中 (例如 ,200m] 至 1000ml ,例如 250m1 ;100ml MM M 培养 细胞 ， 
其 可 与 控制 单元 连接 ,并 由 此 呈现 为 受 控 培养 系统 。 持 续 扬 动 培养 容器 〈( 例如 , 转 瓶 , 锥 形 
瓶 )。 根 据 本 发 明 的 一 些 实施 方案 , 使 用 摇 床 以 90 转 / 分钟 (rpm) 摇动 培养 容器 。 根 据 本 
发 明 的 一 些 实施 方案 ,每 日 更 换 培 养 基 。 
[0179] B. 培养 多 潜能 干细胞 

[0180] “ 当 群 中 相当 比例 的 干细胞 及 其 衍生 物 表现 出 未 分 化 细胞 的 形态 特征 ,使 其 明显 区 
草 于 胚胎 或 成 体 来 源 的 分 化 细胞 时 , 将 多 洪 能 干细胞 的 培养 物 描述 为 “未 分 化 的 ” 未 分 化 
的 ES 或 iPS 细胞 可 为 本 领域 技术 人 员 所 识别 ,并 且 通 党 出 现在 具有 高 核 质 比 和 显著 核 仁 的 
细胞 集落 的 二 维 显 微 镜 视野 中 。 应 理解 ,未 分 化 细胞 的 集落 可 具有 分 化 的 邻近 细胞 。 

[0181] “可 通过 在 血清 和 饲养 层 (通常 为 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 ) 存在 下 培养 细胞 来 使 ES 
细胞 维持 在 未 分 化 状态 .用 于 使 干细胞 维持 在 未 分 化 状态 的 其 他 方法 也 是 已 知 的 。 例 如 , 可 
通过 在 无 饲养 层 而 有 LIF 存在 下 培养 来 使 小 鼠 ES 细胞 维持 在 未 分 化 状态 。 然 而 ,不 同 于 小 
鼠 ES 细胞 ,已 有 的 人 ES 细胞 不 响应 于 LIF。 可 如 下 使 人 ES 细胞 维持 在 未 分 化 状态 :在 碱 性 
成 纤维 细胞 生长 因子 存在 下 ,在 成 纤维 细胞 的 饲养 层 上 培养 ES 细胞 (Amit 等 ,2000) ,或 者 
在 无 饲养 层 以 及 在 成 纤维 细胞 条 件 化 培养 基 加 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 存在 下 在 和 蛋白质 
基质 (例如 Matrigel" 或 层 粘 连 蛋 白 ) 上 进行 培养 (Xu 等 ,2001 ;美国 专利 No. 6, 833, 269) 。 
[0182] ”用 于 制备 和 培养 ES 细胞 的 方法 可 见于 标准 教科 书 中 以 及 细胞 生物 学 、 组 织 培养 
和 胚胎 学 (包括 畸 胎 癌 和 胚胎 干细胞 ) 的 综述 中 :A practical approach (1987) ;Guide 


to Techniques in Mouse Development(1993) ;Embryonic Stem Cell Differentiation 


in vitro(1993) ;Properties and uses of Embryonic Stem Cells:Prospects for 
Application to Human Biology and Gene Therapy (1998) ,所 有 均 通 过 引用 并 入 本 文 。 用 
于 组 织 培 养 的 标准 方法 一 般 描述 于 Animal Cell Culture(1987) ;Gene Transfer Vectors 
for Mammalian Cells(1987) ;以 及 Current Protocols in Molecular Biology and Short 
Protocols in Molecular Biology (1987 和 1995) 中 。 

[0183] Æ5 A fg io ex f Hc 55 B PR DAT BC Js. 可 在 足以 维持 多 潜能 性 和 未 分 化 状 
态 的 培养 基 中 培养 这 些 细胞 .培养 本 发 明 中 产生 的 诱导 多 潜能 干 GPS) 细胞 可 使 用 开发 来 
培养 灵 长 类 动物 多 潜能 干细胞 (更 特别 地 , 胚胎 干细胞 ) 的 多 种 培养 基 和 技术 , 如 美国 专利 
公开 2007/0238170、2003/0211603 和 2008/0171385 中 所 述 , 其 在 此 通过 引用 并 入 。 应 认识 
到 ,如 技术 人 员 所 了 解 的 ,用 于 培养 和 维持 多 潜能 干细胞 的 另 一 些 方法 也 可 用 于 本 发 明 。 
[0184] ”在 某 些 实 施 方 案 中 ,可 使 用 未 限定 的 条 件 ;例如 ,可 在 成 纤维 细胞 饲养 细胞 上 或 者 


在 已 暴露 于 成 纤维 细胞 饲养 细胞 的 培养 基 上 培养 多 潜能 细胞 以 使 干细胞 维持 在 未 分 化 状 
ES 


Co 


[0185] ”或 者 ,可 使 用 限定 的 饲养 独立 性 培养 系统 (例如 TeSR 培养 基 (Ludwig 等 ,2006a ; 
Ludwig 等 ,2006b) BE Essential 8 培养 基 (Chen 等 ,2011)) 来 培养 多 潜能 干细胞 并 使 其 维 
持 在 基本 不 分 化 的 状态 。 饲养 独 立 性 培养 系统 和 培养 基 可 用 于 培养 和 维持 多 潜能 细胞 。 这 
些 方法 使 衍生 的 人 iPS 细胞 以 及 人 胚胎 干细胞 保持 在 基本 不 分 化 的 状态 而 无 需 小 鼠 成 纤 
维 细胞 “饲养 屋 ”。 如 本 文中 所 述 ,可 如 所 预期 的 对 这 些 方法 进行 多 种 修改 以 降低 成 本 。 

[0186] “多 种 基质 组 分 可 用 于 培养 和 维持 人 多 潜能 干细胞 。 例 如 ,如 Ludwig 等 (2006a ; 
2006b) 中 所 述 〈 其 通过 引用 以 其 整体 并 入 ) ,作为 提供 用 于 多 潜能 细胞 生长 的 固体 支持 物 
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的 手段 ,可 使 用 Matrigel” 胶原 蛋白 TV. AERA EE SR HPL 层 烙 连 和 蛋白、 胶原 蛋白 
1. BURGE A IV £F ER Ae BOE 4E ELI AOR DULCE ARE TR «FRAU, Matrigel Ay FA 
于 提供 用 于 进行 细胞 培养 和 维持 人 多 潜能 干细胞 的 底 物 。Matrigel "是 由 小 鼠 和 肿瘤 细胞 分 
变 的 胶 状 蛋白 质 混 合 物 ,并 可 从 BD Biosciences (New Jersey, USA) 商 购 。 这 种 混合 物 类 似 
于 见于 很 多 组 织 中 的 复杂 胞 外 环境 , 并 且 被 细胞 生物 学 家 用 作 进 行 细 胞 培养 的 底 物 。 

[0187] C. 细胞 传代 

[0188] “本 发 明 的 某 些 方面 还 可 涉及 解 离 细胞 的 步骤 。 可 使 用 任何 已 知 的 程序 来 进行 细胞 
解 离 。 这 些 程序 包括 用 歼 合 剂 (例如 EDTA) 、 酶 (例如 胰 和 蛋白 酶 ,胶原 酶 ) 处 理 等 以 及 诸如 
机 械 解 离 (例如 用 移 液 管 抽 打 ) 的 操作 。 可 在 解 离 之 前 和 /或 之 后 ,用 ROCK 抑制 剂 或 肌 球 
蛋白 II 抑制 剂 处 理 细 胞 。 例 如 ,可 仅 在 解 离 之 后 对 细胞 进行 处 理 。 
[0189] “在 细胞 培养 的 另 一 些 实施 方案 中 , 一 旦 培养 容器 是 满 的 ,就 可 通过 适 于 解 离 的 任 
何方 法 将 集落 分 成 聚集 的 细胞 或 者 甚至 单个 细胞 , 然后 将 细胞 置 于 用 于 进行 传代 的 新 培养 
容器 中 。 细胞 传代 是 能 够 使 细胞 保持 存活 并 在 培养 条 件 下 长 期 生长 的 接 术 。 通常 在 细胞 大 
约 70% 至 100% 汇 合 时 ,对 其 进行 传代 。 

[0190] ”本 发 明 的 方法 中 可 使 用 在 对 细胞 进行 单 细胞 解 离 之 后 进行 单 细胞 传代 , 其 具有 若 
干 优势 ,例如 有 利于 细胞 扩 增 、 细 胞 分 选 和 限定 的 分 化 接种 以 及 实现 培养 程序 和 克隆 扩 二 
的 自动 化 。 例 如 ,由 单个 细胞 通过 克隆 衍生 的 后 代 细 胞 可 在 遗传 结构 方面 是 同 源 的 和 /或 
在 细胞 周期 中 同步 化 ,这 可 提高 靶 向 分 化 。 用 于 单 细胞 传代 的 示例 性 方法 可 如 美国 专利 公 
FF 2008/0171385 中 所 述 , 其 通过 引用 并 入 本 文 。 

[0191] ”在 某 些 实施 方案 中 , 可 将 细胞 解 离 成 单个 独立 细胞 或 含有 2、3、4、5、6、7、8、9、10 
或 更 多 个 细胞 的 小 细胞 徐 和 单个 独立 细胞 的 组 合 。 可 通过 机 械 力 或 者 通过 细胞 解 离 剂 ( 例 
如 柠檬 酸 钠 ) 或 酶 (例如 胰 和 蛋白酶 、 胰 和 蛋白酶 -EDTA、TrypLE Select 等 ) 来 实现 所 述 解 离 。 
[0192] ”基于 细胞 来 源 和 扩 增 需要 , 可 将 经 解 离 的 细胞 以 如 下 分 传 比 (splitting ratio) 
单独 或 以 小 簇 转移 至 新 的 培养 容器 ,例如 至 少 或 约 1 : 2.1:41:51:61:81:10、 
1: 20.1 : 40,1 : 50.1 : 100,1 : 150,1 : 200 或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 可 根据 
培养 细胞 甚 浮 物 的 体积 来 确定 悬浮 细胞 系 的 分 传 比 。 传 代 间 隔 可 以 为 至 少 或 约 每 1、2、3、 
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20 天 或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 例 如 ， 
不 同 酶 促 传 代 方 案 的 可 实现 分 传 比 可 以 是 1 : 2 每 3 至 7 天 .1 : 3 每 4 至 7 天 以 及 1 :5 
至 1 : 10 约 每 7 天 、1 : 50 至 1 : 100 每 7 天 。 当 使 用 高 分 传 比 时 ,可 将 传代 间隔 延长 为 
至 少 12 RE 14 天 或 不 会 因 过 度 的 自发 分 化 或 细胞 死亡 而 引起 细胞 损失 的 任意 时 间 段 。 
[0193] “在 某 些 方面 , 单 细 胞 传代 可 发 生 在 存在 有 效 提 高 克隆 效率 和 细胞 存活 的 小 分 子 
(例如 上 述 ROCK 抑制 剂 ) 的 情况 下 。 这样 的 ROCK 抑制 剂 (例如 ,Y-27632、HA-1077、H-1152、 
HA-100 BK blebbistatin) 可 以 以 有 效 浓度 使 用 ,例如 至 少 或 约 0.02、0. 05,0. 1,0. 2,0. 5.1. 
2、3、4、5、10、15、20、25、30、35、40、45、50 至 约 100 nM, 或 可 来 源 于 其 中 的 任意 范围 。 

[0194] D. 常 氧 和 低 氧 
[0195] ” 低 氧 培养 可 用 本 领域 中 己 知 的 多 种 培养 室 中 的 任意 来 实现 , 例如 ,如 
ProOxC(BioSpherix, Lacona, NY) ; 低 氧 手套 箱 (Hypoxic Glove Box) (Coy Laboratory 
Products, Inc. , Grass Lake, MI) ;HypOxystation(HypOxygen, Frederick MD) RRAZ 
(Hypoxia Chamber) (StemCell Technologies, Inc. , Vancouver, BC) 。 
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[0196] ” 常 氧 条 件 一 般 包 括 用 于 培养 细胞 的 标准 氧 水 平 。 除 非 本 文中 另 有 指出 , 否则 在 党 
氧 条 件 下 进行 细胞 培养 可 利用 本 领域 技术 人 员 已 知 的 方法 .仪器 和 组 分 。 这 样 的 方法 可 直 
接 利 用 或 者 进行 修改 以 用 作 常 氧 培养 条 件 。 

[0197] ”在 本 教导 的 多 个 方面 ,可 用 名 氧气 氛 来 蔡 代 培养 或 维持 细胞 的 低 氧 气氛 。 在 一 些 
实施 方案 中 , 细胞 可 在 低 氧 条 件 下 生长 而 可 在 常 氧 条 件 下 分 化 。 将 培养 物 维持 在 低 氧 条 件 
下 的 持续 时 间 可 由 本 领域 技术 人 员 通 过 常规 实验 来 确定 。 类 似 地 ,在 低 氧 培养 之 后 将 培养 
物 维持 在 常 氧 条 件 下 的 持续 时 间 也 可 本 领域 技术 人 员 通 过 常规 实验 来 确定 。 
[0198] ”与 环境 空气 中 的 氧 浓度 ( 约 15% 至 20% 氧 ) 相 比 ,本 文中 使 用 的 低 氧 条 件 的 特征 
在 于 较 低 的 氧 浓度 。 作 为 参考 , MEP 0; 浓 度 的 范围 为 : 脑 中 0.5% 至 7%; 有 眼中 1% 至 5%:; 
肝 、 心 脏 和 肾 中 4% 至 12% ;以 及 子宫 中 3% 至 5%。 在 一 个 方面 , 低 氧 条 件 的 特征 在 于 低 
TFA 10% 的 氧 浓度 。 在 另 一 个 方面 , 低 氧 条 件 以 如 下 和 氧 浓度 为 特征 : 约 1% 至 10%、1% 至 
9%、1% 至 8%、1% 至 7%、1% 至 6%、1% 至 5%、1% 至 4%、1% 至 3% 或 1% 至 2%。 在 某 
一 方面 , 系统 维持 培养 容器 内 约 1% 至 3% 的 氧 。 可 通过 使 用 允许 来 控制 环境 气体 浓度 的 培 
养 仪 器 ( 例如 厌 氧 室 ) 产生 和 维持 低 氧 条 件 。 
[0199] ”通常 在 用 于 扩 增 和 接种 之 具有 15% 至 20% 氧 和 5% C0, 的 常规 气氛 中 进行 细胞 培 
养 物 的 鲜 育 ,在 此 点 ,将 低 氧 培养 物 分 至 充满 95% 氮 /5% C0; 的 不 透气 室 以 使 得 在 培养 基 
中 产生 低 氧 环境 。 
[0200] “本 发 明 的 任意 培养 步骤 (不 管 在 常 氧 条 件 下 还 是 在 低 氧 条 件 下 ) 中 使 用 的 生长 培 
养 基 或 培养 基 均 可 包含 血清 或 者 是 无 血清 的 。 另 外 ,可 使 用 相同 的 培养 基 来 进行 低 氧 和 需 
氧 培养 两 者 。 
[0201] ”孵育 条 件 将 可 在 pH、 温 度 和 气体 (例如 , 0,、C0, 等 ) 的 合适 条 件 下 以 维持 低 氧 生 
长 条 件 。 

[0202] VI. 标志 物 的 表达 

[0203] ”为 了 确定 细胞 培养 物 或 细胞 群 中 特定 细胞 类 型 的 量 ,期 望 使 特定 细胞 类 型 与 培养 
物 或 群 中 的 其 他 细胞 区 分 开 来 的 方法 。 因 此 , 提供 了 其 存在 .不 存在 和 /7 或 相对 表达 水 平 对 
根据 本 发 明 产 生 的 某 些 细胞 类 型 具有 特异 性 的 标志 物 以 及 用 于 检测 和 确定 这 些 标 志 物 表 
达 的 方法 。 
[0204] ”本 文中 使 用 的 “表达 ” 指 材 料 或 物质 的 产生 以 及 材料 或 物质 的 产生 水 平 或 产生 量 。 
因此 ,确定 特异 性 标志 物 的 表达 指 检测 所 表达 标志 物 的 相对 量 或 绝对 量 , 或 者 简单 地 检测 
标志 物 是 否 存 在 。 

[0205] ”本 文中 使 用 的 “标志 物 ” 指 可 观察 到 或 检测 到 的 任何 分 子 。 例 如 ,标志 物 可 包括 ， 
但 不 限于 , 核酸 (例如 特异 性 基因 的 转录 本 ) 基因 的 多 肽 产物 、 非 基因 产物 多 肽 、 糖 蛋白 、 
碳水 化 合 物 、 糖 脂 、 脂 质 、 脂 蛋白 或 小 分 子 。 

[0206] ”标志 物 的 存在 \ 不 存在 和 /或 表达 水 平 可 通过 定量 PCR(PCR) 来 确定 。 例 如 , 通 
过 定量 PCR 来 确定 由 某 些 遗 传 标志 物产 生 的 转录 本 的 量 , 所 述 标志 物 例如 CXCR-4、CD117、 
SOX17、FOXA2、FOXA1、CD31、CD34 和 HNF4A。 另 外 ,可 使 用 免疫 组 织 化 学 或 流 式 细胞 术 来 检 
测 上 述 基因 表达 的 和 蛋白质 。gPCR、 流 式 细 胞 术 和 人 免疫 组 织 化 学 可 用 于 鉴定 和 确定 这 些 标 志 
物 的 量 或 相对 比例 。 

[0207] | VII. 内 胚层 祖 细胞 和 B 细胞 的 用 途 


29 


um 


IT 


Wm 


CN 105358680 A 说 AR # 26/41 页 


[0208] “通过 本 发 明 某 些 方面 的 方法 和 组 合 物 提供 的 内 胚层 祖 细胞 和 B 细胞 可 用 于 多 种 
MHP. 这 些 包 括 但 不 限于 P 细胞 的 体内 移植 或 植 入 ;体外 科 选 细胞 毒性 化 合 物 、 致 瘤 剂 、 
BEWERK / 调控 因子 、 药 物化 合 物 等 ;阐明 糖尿 病 的 机 制 ;研究 药物 和 / 或 生长 因子 作用 
的 机 制 ;在 患者 中 诊断 和 监测 糖尿 病 ;基因 疗法 ;以 及 产生 生物 学 活性 产物 等 等 。 

[0209] A. 受 试 化 合 物 的 筛选 

[0210] “本 发 明 分 化 衍生 的 内 胚层 祖 细胞 或 B 细胞 可 用 于 旬 选 影响 本 文 提供 之 B 细胞 特 
征 的 因子 (例如 溶剂 .小 分 子 药物 ` 肽 和 多 核 苷 酸 ) 或 环境 条 件 〈 例如 培养 条 件 或 操作 ) 。 
[0211] ”在 一 些 应 用 中 ,使 用 干细胞 (分 化 的 或 未 分 化 的 ) 来 科 选 这 样 的 因子 ,其 促进 细胞 
in B 细胞 谱系 成 粱 ,或 者 促进 这 些 细胞 在 长 期 培养 中 增殖 和 维持 。 例 如 ,如 下 测试 候 
选 B 细胞 成 熟 因 子 或 生长 因子 :将 它们 添加 至 不 同 孔 中 的 内 胚层 祖 细胞 ,然后 根据 进一步 
培养 和 使 用 这 些 细胞 的 期 望 标准 确定 所 产生 的 任何 表 型 变化 。 

[0212] ”本 发 明 的 特定 筛选 应 用 涉及 在 药物 研究 中 测试 药物 化 合 物 。 读者 一 般 参 考 标 准 教 
E In vitro Methods in Pharmaceutical Research, Academic Press,1997, 和 美国 专 
F] No. 5,030, 015) 。 在 本 发 明 的 某 些 方面 ,分 化 成 内 胚层 祖 细胞 谱系 或 B 细胞 谱系 的 细胞 
起 用 于 标准 药物 筛选 和 毒性 测定 的 测试 细胞 的 作用 , 如 此 前 已 在 短期 培养 中 对 于 内 胚层 细 
胞 系 或 原 代 内 胚层 细胞 所 进行 的 。 评 佑 候选 药物 化 合 物 的 活性 一 般 涉及 将 本 发 明 某 些 方面 
所 提供 的 内 胚层 祖 细胞 或 B 细胞 与 候选 化 合 物 组 合 ,确定 可 归 因 于 所 述 化 合 物 之 细胞 在 
形态 学 、 标 志 物 表 型 或 代谢 活性 方面 的 任何 变化 ( 相 比 较 于 未 经 处 理 的 细胞 或 经 惰性 化 合 
物 处 理 的 细胞 ) , 然后 将 该 化 合 物 的 作用 与 所 观察 到 的 变化 联系 起 来 。 筛 选 可 进行 是 因为 
化 合 物 被 设计 成 对 内 胚层 祖 细胞 或 B 细胞 具有 药理 学 作用 ,或 者 是 因为 被 设计 成 具有 作 
用 的 化 合 物 另外 可 能 对 B 细胞 具有 非 预 期 的 副作用 。 可 组 合 测试 两 种 或 更 多 种 药物 ( 通 
过 同时 或 依次 与 细胞 组 合 ) , 以 检测 可 能 的 药物 -药物 相互 作用 。 在 一 些 应 用 中 ,根据 对 P 
细胞 的 毒性 来 筛选 化 合 物 。 参 见 ,例如 Kuzuya $, 2001. 

[0213] B. B 细胞 治疗 和 移植 

[0214] ”本 发 明 还 提供 了 本 文中 提供 的 B 细胞 使 可 能 由 于 糖尿 病 而 有 此 治疗 需要 的 对 象 
恢复 一 定 程度 的 胰腺 功能 的 用 途 。 例如 ,通过 此 处 所 公开 的 方法 获得 的 胰 咏 B 细胞 和 内 胚 
层 祖 细胞 可 用 于 治疗 糖尿 病 (例如 通过 移植 物 的 工程 化 ) 。 

[0215] ”为 了 测定 本 文中 提供 的 B 细胞 用 于 治疗 应 用 的 适宜 性 ,首先 可 在 合适 的 动物 模 
型 中 对 该 细胞 进行 测试 。 在 一 个 水 平 上 ,评估 细胞 在 体内 存活 和 维持 其 表 型 的 能 力 。 在 适 
合 进 行进 一 步 观 察 的 部 位 〈 例 如 肾 圳 以 下 、 脾 内 或 肝 小 叶 内 ) 向 免疫 缺陷 动物 (例如 SCID 
小 鼠 , 或 通过 化 学 方法 或 通过 辆 照 致使 免疫 缺陷 的 动物 ) 施用 本 文 提供 的 B 细胞 。 几 天 至 
数 周 或 更 长 时 间 段 后 收获 组 织 并 评估 是 否 仍 存在 起 始 细胞 类 型 ( 例如 多 潜能 干细胞 ) XX 
可 通过 提供 具有 可 检测 标签 (例如 绿色 荧光 和 蛋白 或 B - 半 乳 糖苷 酶 ) 的 施用 细胞 来 进行 ; 
或 通过 测量 对 所 施用 细胞 特异 性 的 组 成 型 标志 物 来 进行 。 当 在 叶 齿 类 动物 模型 中 测试 本 文 
提供 的 B 细胞 时 ,可 通过 免疫 组 织 化 学 或 BLISA 使 用 人 特异 性 抗体 来 评估 所 施用 细胞 的 存 
在 和 表 型 ,或 者 通过 RT-PCR 分 析 使 用 引起 人 多 核 苷 酸 序 列 之 特异 性 扩 增 的 引物 和 杂交 条 
件 来 评估 所 施用 细胞 的 存在 和 表 型 。 本 公开 内 容 中 的 其 他 部 分 提供 了 用 于 在 mRNA 2X 4 
质 水 平 上 评估 基因 表达 的 合适 标志 物 。 

[0216] ”可 在 多 种 动物 模型 中 测试 通过 本 发 明 方法 提供 的 B 细胞 和 内 胚层 祖 细 胞 治疗 
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糖尿 病 的 能 力 。 可 用 于 本 发 明 某 些 方面 的 多 种 这 样 的 动物 模型 在 例如 Srinivasan 和 
Ramarao (2007) 以 及 King (2012) 中 进行 了 讨论 。 一 个 优选 的 动物 模型 是 经 链 脲 佐 菌 素 处 理 
BE 导 实 验 性 糖尿 病 的 免疫 受 损 小 鼠 。 可 将 分 化 的 B 细胞 植 入 肾 吉 内 ,并 且 如 果 细 胞 是 功 
能 性 的 , 则 将 使 糖尿 病 逆转 。 这 种 测定 通常 用 于 测试 尸体 胰岛 的 功能 
10217 本 发 明 某 些 方面 提供 的 根据 其 在 动物 模型 中 的 酶 特性 或 效力 证 明 具 有 期 望 功能 
特征 的 B 细胞 和 内 胚层 祖 细 胞 还 可 适 于 直接 施用 于 有 此 需要 的 人 对 象 。 也 可 将 B 细胞 直 
接 递送 至 胰腺 。 
[0218] ”本 发 明 某 些 方面 提供 的 B 细胞 或 内 胚层 祖 细 胞 可 用 于 有 此 需要 的 任何 对 象 的 治 
疗 。 可 适合 进行 这 样 治疗 的 一 个 优选 人 病症 是 糖尿 病 。 对 于 人 治疗 ,剂量 一 般 为 约 10°28 
107 个 细胞 ,并且 通常 为 约 5X10 至 5X10 "个 细胞 ,根据 对 象 的 体重 ,病痛 的 性 质 和 严重 程 
度 以 及 所 施用 细胞 的 复制 能 力 进行 调整 。 用 于 确定 治疗 方式 和 合适 剂量 的 最 终 责任 在 于 主 
管 的 临床 医师 。 
[0219] ”本 发 明 的 某 些 方面 包括 本 文 提供 的 形成 生物 工程 化 组 织 移植 物 的 一 部 分 的 B 细 
胞 或 内 胚层 祖 细胞 。 这 样 的 组 织 移 植物 可 以 是 胰腺 组 织 移植 物 。 
[0220] C. 商业 、 治 疗 和 研究 目的 的 配送 
[0221] “出 于 制备 .配送 和 使 用 的 目的 ,本 发 明 的 B 细胞 谱系 细胞 CERT UAI > 
通常 以 等 渗 赋 形 剂 或 培养 基 中 的 细胞 培养 物 或 悬浮 物 的 形式 供应 , 任 选 地 所 述 形式 是 经 冷 
冻 的 以 有 利于 运输 或 储存 。 
[0222] ”本 发 明 还 包括 不 同 的 试剂 系统 , 其 包含 在 制备 ,配送 或 使 用 期 间 的 任意 时 间 存 在 
的 细胞 的 组 或 组 合 。 细 胞 组 包含 本 公开 内 容 中 所 述 的 两 种 或 更 多 种 细胞 群 的 任意 组 合 , 例 
如 但 不 限于 分 化 衍生 的 细胞 (B 细胞 谱系 细胞 其 前 体 以 及 亚 型 ) 与 未 分 化 干细胞 或 其 他 
分 化 细胞 类 型 的 组 合 。 所 述 组 中 的 细胞 群 有 时 共有 相同 的 基因 组 或 其 遗传 修饰 形式 。 可 将 
所 述 组 中 的 每 种 细胞 类 型 包装 在 一 起 或 者 包装 在 同一 设备 的 独立 容器 中 ,或 者 在 不 同 的 位 
置 \ 相 同 或 不 同 的 时 间 、 受 控 于 同一 实体 或 存在 商务 关系 的 不 同 实体 。 
[0223] VIII. 实施 例 
[0224] ”包括 以 下 实施 例 以 证 明 本 发 明 的 一 些 优 选 实施 方案 。 本 领域 技术 人 员 应 当 理 解 ， 
以 下 实施 例 中 公开 的 技术 代表 本 发 明 人 发 现 的 在 实践 本 发 明 时 作用 良好 的 技术 , 因此 可 被 
认为 是 构成 实践 本 发 明 的 一 些 优选 模式 。 然 而 , 本 领域 技术 人 员 应 该 理解 ,根据 本 公开 内 
容 , 可 对 所 公开 的 一 些 具体 实施 方案 进行 许多 改变 并 且 仍 获得 相同 或 类 似 的 结果 而 不 脱离 
本 发 明 的 精神 和 范围 。 
[0225] ”实施 例 1- 定形 内 胚层 (DE) 细胞 的 产生 
[0226] “在 TeSR 或 Essential 8 培养 基 存 在 下 在 无 饲养 条 件 下 维持 人 iPSC。 对 于 iPSC 的 
单 层 内 胚层 祖 细胞 分 化 ,将 PSC 以 80% 汇 合 率 铺 板 在 经 Matrigel AMINE. BOK, 
在 无 血清 条 件 下 在 补充 有 1096 SFD、1X 谷 氨 酰胺 、MTG (4.5 10 ^M). 的 RPMI 培养 基 中 在 激 
活 恒 白 A(100ng/ml) 或 Nodal (100ng/m1) 存在 下 培养 未 分 化 的 IPSC, 随后 在 无 血清 条 件 下 
在 进一步 补充 有 抗坏血酸 (50 hn g/mL) 、BMP4 (0. 5ng/ml) bFGF (10ng/ml) 和 VEGF (10ng/ml) 
的 RPMI/10% SFD 培养 基 中 培养 2 天 。 接着 ,2 天 后 更 换 培 养 基 , 在 补充 有 MIG(4.5X10 “MD, 
抗坏血酸 (50 u g/ml). BMP4 (0. 5ng/mD) . bFGF(10ng/mD . 激活 蛋白 A(l00ng/ml) 和 
VEGF (10ng/m1) 的 SFD 培养 基 中 培养 4 天 。SFD 培养 基 根 据 Cheng 等 (2012b) 制备 而 成 。 对 
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A FoxAl, Sox17 和 FoxA2 的 细胞 内 表达 进行 染色 并 使 用 流 式 细胞 术 可 视 化 (图 1 和 图 2A 
7 天 产生 如 由 CXCR4、CD117、FoxA2 和 FoxAl 的 共 表 达 限 定 的 这 一 细 
胞 群 。 下 文 提供 了 DE 产生 的 进一步 优化 及 另外 的 实施 方案 。 
[0227] ”实施 例 2- 接种 密度 对 DE 产生 的 作用 

[0228] “将 在 Matrigel 上 使 用 Essential 8 维持 的 未 分 化 iPSC 以 不 同 的 接种 密度 / 


至 2F) 。 于 第 5 天 至 第 


cm’ ( 例如 5000,15, 000 和 20, 000) 4 
20, 00 细胞 /em 接种 的 细胞 置 于 含有 100ng/mL 激活 蛋白 A 的 90% RPMI/10% SFD 培养 基 
中 24 小 时 (70)。 第 二 天 ,将 培养 物 置 于 含有 100ng/mL 激活 和 蛋白 A、2. 
mL VEGF 和 10ng/mL 斑马 鱼 FGF2 的 培养 基 中 48 小 时 (T1/T2) 。 最 后 ，; 
100ng/mL 激活 蛋白 A、2. 5ng/mL BMP4, 10ng/mL VEGF 和 10ng/mL $4 


A Æ Matrigel b. Æ% 


HAR IG 4 天 ,将 以 15, 000 和 


bng/mL BMP4,10ng/ 


F- ff, FGF2 的 SFD 培养 基 


委培 养 物 置 于 补充 有 


中 , 接 下 来 持续 4 至 5 天 (T3 至 T6) 。 在 这 一 步骤 中 ,可 任 选 地 将 细胞 孵育 至 多 12 天。 从 3 
天 至 第 6 天 使 用 TrypLE 收获 细胞 。 在 每 个 时 间 点 确定 消化 后 的 总 活 细胞 数 (图 16A) 。 通 
.CDb117 共 表 达 细 胞 的 百分比 (图 16D) ,同时 通过 细胞 内 流 式 细胞 术 


过 表面 染色 确定 CXCR4 
来 量化 FoxA2 和 FoxAl 
i^ DE 细胞 的 绝对 数 /， 


(图 160) 表达 的 百分比 。 将 这 一 过 程 的 效率 


总 细胞 数 的 比 。 


[0229] ”实施 例 3-CHIR 的 补充 不 是 DE 产生 所 必需 的 
[0230] ”将 在 Matrigel 上 使 用 Essential 8 维持 的 未 分 化 iPSC 以 13, 000 细胞 /em 的 接 
1 上 。 在 铺 板 后 4 天 ,将 细胞 置 于 含有 100ng/mL 激活 蛋白 A 的 90% 
RPMI/10% SFD 培养 基 中 1 天 ,之 后 在 接 下 来 的 2 天 ,用 补充 有 100ng/mL 激活 重 白 A、2. 5ng/ 


种 密度 铺 板 在 Matrige 


mL BMP4,10ng/mL VEGF 和 10ng/mL $3 


有 定 为 每 个 时 间 点 的 表 


FH 44 FGF2 的 9096 RPMI/10% SFD RA. PASS 4 天 至 


第 12 天 ,将 细胞 置 于 补充 有 L00ng/mL 激活 蛋白 A、2. 5ng/mL BMP4,10ng/mL VEGF 和 10ng/ 
mL 斑马 鱼 FGF2 的 SFD 培养 基 中 。 在 分 化 的 第 一 天 ,在 一 组 中 包括 2 M CHIR 的 补充 ,而 在 


男 一 组 中 将 其 省 略 。 在 第 


D. 。 计 算 CXCR4/CD117 


在 内 胚层 诱导 的 第 0 天 添加 CHIR 并 未 导致 DE 形成 效率 的 提高 。 
[0231] Æ 1. CHIR 的 补充 不 是 DE 形成 所 必需 的 


[0232] 


CXCR4/ 
CDI? 


7 天 使 用 TrypLE 收获 细胞 。 在 每 个 时 间 点 确定 消化 后 的 总 活 细 
胞 数 。 通 过 流 式 细胞 术 借助 细胞 表面 染色 来 确定 CXCR4、CD117 JH 
双阳 性 细胞 的 绝对 数目 。 


< 表达 细胞 的 百分比 〈 表 


还 量化 输入 iPSC 与 输出 三 的 比 ( 表 了)。 


[0233] ”实施 例 4- 低 氧 对 DE 诱导 的 作用 


Hp A GPSCs | 第 ?天 的 输出 下 
x 10 Tx10 


[0234] ”干细胞 小 生境 (niche) 中 的 氧 浓度 (通常 为 2% 人 至 9% 0) 在 维持 内 稳 态 中 起 至 


关 重 要 的 作用 ,有 利于 


MIRRA, 调节 多 个 信号 转 导 级 联 并 维持 干细胞 多 潜能 性 以 诱导 分 


化 (Langner 等 ,2010) .. ÆJ ÆR (100 u g/mL) MEBER (600ng/mL) 存在 下 在 低 氧 条 件 
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(5% 0) 下 在 Matrigel 上 使 用 Essential 8 维持 未 分 化 的 iPSC(2. 038AT4EGN) 以 进行 至 少 
5 次 传代 。 使 用 0. 5mM EDTA 和 Essential 8 培养 基 增 殖 细 胞 。 在 Matrigel 上 的 细胞 接种 
密度 由 15, 000 细胞 /cm 至 30, 000 细胞 /cm 变化。 

[0235] “在 使 iPSC 适应 低 氧 条 件 ,最 佳 进行 至 少 5 次 传代 之 后 ,将 细胞 以 15, 000 细胞 /em 
的 密度 铺 板 在 Matrigel 上 。 在 铺 板 后 4 天 ,将 细胞 置 于 包含 100ng/mL 激活 蛋白 A、2. 5ng/ 
mL BMP4.10ng/mL VEGF 和 10ng/mL 斑马 鱼 FGF2 的 SFD 培养 基 中 , 持续 接 下 来 的 8 天。 使 
用 在 常 氧 条 件 下 使 用 Essential 8 Æ Matrigel 上 维持 的 iPSC 建立 平行 分 化 。 在 第 8 天 ， 
使 用 TrypLE 收获 这 两 组 。 确 定 消 化 后 的 总 活 细 胞 数 并 通过 流 式 细胞 术 借助 细胞 表面 染色 
来 确定 CXCR4、CD117 共 表 达 细 胞 的 百分比 。 使 用 细胞 内 流 式 细胞 术 来 量化 Fox A L/FoxA2/ 
Soxl7 的 百分比 (图 17) 。 

[0236] ” 当 与 在 常 氧 条 件 下 维持 的 iPSC 相 比 时 ,在 低 氧 条 件 下 维持 的 iPSC 以 较 高 的 纯度 
产生 DE。 常 氧 细胞 显示 出 约 50% 的 了 DE 阳性 染色 ,而 低 氧 细胞 呈现 出 80% 至 90% 的 DE 阳 
性 染色 。 低 氧 条 件 为 提高 DE 产生 提供 了 方法 以 及 延长 了 EPC 循环 的 持续 时 间 , 如 下 文 所 讨 
论 。 该 方法 的 效率 为 约 1 : 20(iPSC : DE). 

[0237] ”实施 例 5- 内 胚层 祖 (EP) 细胞 的 产生 

[0238] ”使 用 TrypLE 收获 DE 细胞 , 并 将 经 个 体 化 的 细胞 用 狂 灭 介质 洗涤 。 确 定 培养 物 的 
总 活 细 胞 计数 。 将 细胞 再 次 洗涤 并 将 所 得 细胞 沉淀 放置 在 冰 上 。 以 0. 3mg/ml 至 0. 6mg/ 
ml 的 浓度 向 细胞 沉淀 添 加 冷 的 预先 冷却 的 洁净 (neat) Matrigel 溶液 。 使 用 预先 冷却 
的 移 液 管 尖 向 六 上 之 细胞 和 Matrigel 的 混合 物 添 加 预先 冷却 的 含有 谷 氮 酰 胺 (1 X)、 
MTG (4. 5X10 M), HEIR ILER (50 ug]ml)、100ng/ml BMP4.20ng/ml EGF.20ng/ml FGF2 和 
20ng/ml VEGF 并 含有 Rock 抑制 剂 (1 uM H1152 BK 10 uM Y-27632) 的 无 血清 SFD 培 养 基 , 并 
温和 混合 以 防止 形成 气泡 ,最 终 的 细胞 密度 为 25 万 至 1 百 万 细胞 /ml。 将 所 得 Matrigel- 细 
胞 悬浮 物 转移 至 125 转 瓶 。 将 转 瓶 放置 在 常规 氧 (20% ) 和 5% C0, 下 并 且 转 速 由 40RPM 
至 70RPM 变化 。 在 12 至 18 小 时 内 形成 聚集 体 。 第 二 天 , 使 细胞 聚集 体 沉 降 并 弃 邱 来 自转 
瓶 的 上 清 液 培养 基 。 将 细胞 聚集 体 置 于 含有 谷 氨 酰 胶 (LX). MTG (4.5X10 W ,抗坏血酸 
(50 ug/ml) 、100ng/ml BMP4, 并 分 别 含 有 20ng/ml VEGF, EGF 和 FGF2 的 无 血清 SFD 培养 基 
中 。 每 天 一 半 地 进 料 转 瓶 或 者 每 48 小 时 进行 完全 培养 基 更 换 。 在 其 他 相关 实验 中 , 使 悬浮 
聚集 体 解 离 并 大 约 每 5 天 重新 聚集 。 在 整个 过 程 中 在 不 同时 间 点 对 EP 聚集 体 进 行 取样 。 
[0239] ”对 于 取样 ,从 转产 中 取出 期 望 体积 的 聚集 体 并 通过 离心 (1200rpm, 5 分 钟 ) 使 聚集 
体 旋 转 沉 演 。 将 聚集 体 通 过 胰 和 蛋白 酶 消化 来 个 体 化 、 狂 灭 .洗涤 并 将 细胞 重 悬 于 用 于 细胞 
计数 和 FAC 染色 的 合适 介质 中 。 图 26 提供 了 包 埋 于 组 织 凝 胶 中 并 针对 HNF3 a 、HNF4a 和 
Sox17 表达 的 存在 进行 了 染色 的 旦 浮 培养 物 中 完整 15 天 EPC 聚集 体 的 代表 性 图 像 。 对 活 细 
胞 的 存在 的 量化 在 图 3 中 示 出 。 通 过 流 式 细胞 术 量 化 CXCR4/CD117/FoxA1/Sox17 表达 的 水 
CY I5. 

[0240] ”实施 例 6-Matrigel 保护 DE 而 MEF 不 是 EPC 循环 所 必需 的 

[0241] ”使 用 TrypLE 收获 由 使 用 Matrigel 和 Essential 8 培养 基 维 持 的 未 分 化 iPSC 产 生 
的 定形 内 胚层 细胞 。 收获 之 后 ,将 经 个 体 化 的 细胞 用 狮 灭 介质 洗涤 ,确定 培养 物 的 总 活 细 胞 
计数 。 将 细胞 再 次 洗涤 , 并 将 所 得 细胞 沉淀 放置 在 冰 上 。 以 0. 3mg/ml 的 浓度 同 细 胞 沉 演 添 
加 冷 的 预先 冷却 的 洁净 Matrigel 溶液 。 以 25 万 至 50 万 细胞 /mL 的 终 密度 向 冰 上 之 细胞 
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制剂 (1 nM H1152 BR 100 M. Y-27632) 的 预先 冷 
却 的 无 血清 EPC 循环 培养 基 (IMDM : Ham F12(3 : 1),0. 596 B27,0. 596 N2.0. 1% BSA,196 


Glutamax.0. 45 uM MTG450 u g/mL 抗坏血酸 、50ng/mL  BMP4,10ng/mL VEGF, 10ng/mL EGF, 


50ng/mL FGF ( 3X 


并 在 12 小 时 后 置 于 不 含 ROCK 抑制 剂 的 新 鲜 EPC 循环 培养 基 中 。 


[0242] “将 EPC 聚集 体 旋 转 沉 证 并 


新 鲜 Matrigel 


Eft FGF2 或 热 稳 定 FGF1) 、2. 5ng/mL 激活 蛋白 和 0. Ing/mL. TGF B) 。 将 所 
得 细胞 巧 浮 物 转移 至 125 转 瓶 或 者 置 于 静态 条 件 下 的 超 低 附 着 容器 中 。 将 培养 物 旋转 沉 省 


每 隔 一 天 进 料 新 鲜 的 EPC 循环 培养 基 。 在 第 4 天 、 第 8 天 


和 第 12 R, 使 培养 物 重 新 聚集 。 将 聚集 体 用 TrypLE 个 体 化 5 至 10 分 钟 , 狂 灭 并 洗涤 。 在 


和 Rock 抑制 剂 存 在 下 使 培养 物 重 新 聚集 。12 至 18 小 时 后 ,更换 培 养 基 , 在 


此 点 ,将 培养 物 置 于 不 含 ROCK 抑制 剂 的 EPC 循环 培养 基 中 。 


[0243] ”在 每 100 个 EPC 有 或 无 0. 3mg/mL Matrigel 以 及 有 或 无 1MEF 的 情况 下 将 EPC 培 
养 物 维持 15 Ro 在 15 天 结束 后 ,使 用 TrypLE 或 0.5% 胰 蛋白 酶 或 分 散 酶 (2mg/ml) 和 胰 蛋 
白 酶 的 组 合 收获 EPC 培养 物 。 将 经 个 体 化 的 细胞 悬浮 物 狂 灭 并 浊 


细胞 数 。 通 过 流 式 细胞 术 咎 


CR, IPG 


过 程 的 效率 确定 为 在 实验 结束 时 获得 的 活 DE 细胞 的 绝对 数 / 总 活 细胞 数 的 比 。 
[0244] Matrigel 的 存在 保护 了 表达 DE 细胞 的 表 型 表达 ( 图 18A) 。 在 不 存在 Matrigel 
的 纯度 降低 ( 图 18A) 。 在 存在 Matrigel 时 ,DE 产生 的 效率 也 得 以 提高 。 在 


时 ,EPC 培养 物 


EPC 循环 期 间 MEP 的 存在 不 是 ， 


18C 和 18E) 和 产量 (图 18B 和 18D) 。 
[0245] ”实施 例 7- 在 限定 的 无 饲养 低 氧 条 件 下 的 EPC 循环 


[0246] ”使 用 TrypLE 收获 


产生 的 定形 内 胚层 细胞 5 至 10 分 钟 。 将 经 个 体 化 的 5E ARKH CUR. 8 


胞 和 Matrigel 


SFD 培养 基 ) 。 


胞 计数 。 将 细胞 再 次 六 


必需 的 。 在 不 存在 MEF 时 ,3D 培养 物 保持 了 EPC 的 纯度 (图 


定 消化 后 的 总 活 
化 DE 标志 物 CXCR4、CD117、FoxA2 和 FoxAl 的 百分比 。 将 这 一 


H(A Matrigel 和 Essential 8 培养 基 维 持 的 多 种 未 分 化 iPSC 


定 培养 物 的 ， 


SEE 


E 涤 ,并 将 所 得 细胞 沉淀 放置 在 站 上。 以 0. 3mg/ml 的 浓度 向 细胞 沉淀 
添加 冷 的 预先 冷却 的 洁净 Matrigel 溶液 。 以 25 万 至 50 万 细胞 /mL 的 终 密度 向 冰 上 之 细 


的 混合 物 添 加 补充 有 Rock 抑制 剂 (1 uM H152 的 预先 冷却 的 T3/T6 培养 


FE (补充 有 100ng/mL 激活 蛋白 A、2. 5ng/mL BMP4,.10ng/mL VEGF 和 10ng/mL $3 


FEL ff FGF2 的 


将 所 得 细胞 悬浮 物 转移 至 120 转 瓶 。 在 低 氧 条 件 下 ,将 转速 设 定 为 70rpm。 


剂 的 无 血清 EPC 循环 培养 基 的 新 鲜 培养 基 中 。 将 EPC 聚集 体 旋转 沉淀 ,此 后 每 隔 
iH EPC 循环 培养 基 进 料 新 鲜 的 EPC 循环 培养 其 。 如 上 文 所 述 ,在 进行 TrypLE 消化 之 后 


将 培养 物 旋转 沉淀 并 在 12 至 18 小 时 后 置 于 包含 50% T3/T6 培养 基 和 和 50% 不 含 ROCK 抑制 


天 用 无 


的 第 4 天、 第 8 天 和 第 12 天 用 0.3mg/ml Matrigel 使 培养 物 重 新 聚集 。 存 在 Rock 抑制 剂 
(H1152) 下 , 除 2.038AT4 的 所 有 细胞 系 均 重新 聚集 。 在 每 次 对 EPC 进行 传代 时 估计 ， 


西 环 素 诱导 探 人 


SEE 


胞 计数 。 将 旋转 培养 物 仍 维持 在 低 氧 条 件 下 。 结 果 示 出 了 在 无 饲养 EPC 循环 期 期 间 EPC 的 
增殖 (图 19A) 。 与 杂 代 iPSC 相 比 ,2. 038AT4 (在 在 在 100 u g/mL IERM 600ng/mL ME 
素 的 情况 下 维持 ) 是 增殖 最 多 的 。 该 细胞 系 包含 其 表达 由 多 西 环 素 诱 导 控 人 
表达 盒 。2. 038MAFA 细胞 ( 除 在 EPC 循环 期 间 , 在 存在 6418 的 情况 下 维持 ) 包含 其 表达 由 
BA MAFA 表达 盒 。 在 EPC 循环 期 间 的 每 个 时 间 点 ,通过 流 式 细胞 术 确 


BIS Erg 和 GFI1 


XE EPC 


培养 物 的 纯度 。 量 化 CXCRA/CDI17/FoxA1/FoxA2/Sox17 的 平均 表达 。 对 来 自 同一 iPSC 克 


隆 的 多 个 实验 运行 的 EPC 纯度 进行 平均 并 计算 标准 误 (图 
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条 件 下 循环 的 多 个 IPSC 克隆 的 平均 纯度 为 约 50% « 

[0247] ”实施 例 8- 在 限定 的 无 饲养 低 氧 条 件 下 的 EPC 培养 物 的 qPCR 分 析 

[0248] ”通过 实时 RT-PCR 量化 与 定形 内 胚层 和 EPC 聚集 体循环 相关 的 基因 的 表达 (图 
20) 。 每 4 至 5 天 使 用 0.5% 胰 蛋白 酶 -EDTA 在 37C 下 收获 EPC 10 至 20 分 钟 。 用 移 液 管 
剧烈 抽打 细胞 以 产生 单 细 胞 悬浮 物 。 用 不 含 RNase 的 DNase 处 理 RNA 并 使 用 来 自 Qiagen 
的 Rneasy Plus 微型 试剂 盒 (目录 #74136) 根据 生产 商 的 说 明 进 行 分 离 。 使 用 Nanodrop 
2000 进行 RNA 量化 。 

[0249] ”用 来 自 Promega 的 ImProm-II RT 系统 (目录 843800) 根据 生产 商 的 说 明 逆 转录 
RNA。 使 用 TaqMan Gene Expression Master Mix( 目录 #4369016) 和 TaqMan 探 针 ( 目录 
#4331182 ;CXCR4 :Hs00237052 ml ;Ckit :Hs00174029 ml ;Sox17 :Hs00751752. s1 ;FoxAl : 
Hs00270129 ml ;FoxA2 :Hs00232764 m1 ;GAPDH :Hs99999905 m1) 进行 rtPCR( 技术 性 地 重 
复 三 次 ) 并 在 Roche LightCycler 上 运行 40 个 循环 。 通 过 用 GAPDH 归 一 化 的 DeltaCp 计 
算 倍 数 诱导 。 在 相同 遗传 背景 的 未 分 化 iPSC 中 未 观察 到 基因 表达 (阴性 对 照 ) 。 阳 性 对 照 
(W2 P 16 和 2.038 P2) 证 明 对 未 知 物 具有 类 似 谱 。 
[0250] ”发 现 CD34 是 后 期 EPC 培养 物 的 标志 物 。 在 EPC 循环 期 间 以 不 同 代数 收获 由 
2. 038AT4、2. 038MAFA 和 2. 038 亲 代 细胞 产生 的 3D EPC 培养 物 , 并 针对 CD34 的 存在 进行 染 
色 .。 将 EPC 聚 集体 用 胰 和 蛋白 酶 个 体 化 , 狂 灭 ,洗涤 并 针对 CD34 以 及 CXCR4 和 CD117 的 存在 进 
行 染 色 。 使 用 流 式 细胞 术 量化 在 EPC 循环 中 的 不 同 阶段 下 CD34 阳性 细胞 的 百分比 。CD34 
表达 的 程度 对 于 不 同 的 iPSC 克隆 有 所 不 同 。 由 2. 038 衍生 的 EPC 表达 2% -15% 的 CD34, 
由 2.038 (MAFA) 衍生 的 EPC 表 达 2% 至 25% 的 CD34 阳 性 细胞 , 而 2.038AT4 RIA 4% E 3596 
的 CD34( 图 21) 。 新 出 现 的 CD34 细胞 是 CD117/CXCRA 阳性 的 。 

[0251] ”实施 例 9- 对 末期 EPC 培养 物 的 纯化 

[0252] ”收获 末期 EPC 培 养 物 并 使 用 0. 5% 胰 蛋白 酶 溶液 进行 个 体 化 。 将 细胞 悬浮 物 狂 灭 ， 
洗涤 并 与 缀 合 有 PE 的 CXCR-4/CD117/CD34 一 起 在 4C 下 孵育 20 分 钟 。 将 细胞 洗涤 并 与 磁 
性 抗 PE 抗体 一 起 在 4°C PIR A 20 分 钟 。 将 细胞 洗涤 并 使 用 MACS 柱 根 据 生 产 商 的 说 明 进 
行 纯 化 。 确 定 阳性 级 分 的 纯度 和 细胞 数目 (图 22) 。 将 细胞 放置 在 洁净 Matrigel 包 被 的 
板 上 补充 有 Rock 抑制 剂 的 EPC 改良 培养 基 中 。 在 铺 板 后 12 至 18 小 时 后 ,将 细胞 置 于 不 含 
Rock 抑制 剂 的 新 鲜 EPC 改 民 培养 基 中 。 在 铺 板 后 5 天 ,起 始 B 细胞 分 化 。 

[0253] ”实施 例 LO-EPC 聚集 体 的 胰腺 分 化 

[0254] “将 在 悬浮 培养 物 中 产生 的 EPC 置 于 用 于 产生 胰腺 细胞 类 型 的 分 化 培养 基 (图 8) 
中 。 对 于 EP 细胞 的 胰腺 分 化 ,利用 由 Nostro 等 (2011) 所 述 并 由 Cheng 等 (2012a) 进一步 
改进 的 方案 。 以 3D 培养 继续 整个 过 程 。 

[0255] {E EPC 5$ 25 Wy P X 15 K 3f HE | A Wnt3A (3ng/mD . FGF-10 (50ng/m1) 和 
Dorsomorphin (0. 75 UM) 的 SFD 培养 基 中 培养 3 天 以 产生 前 肠 / 中 上 肠 内 胚层 细胞 。 将 细胞 
在 含有 GlutaMAX (196 )、 无 视 黄 酸 的 B27 %)、 抗 坏 血 酸 (50 u g/ml)、Pen/Strep (196 )、 
KAAD- 环 巴 胺 (0. 25 uM). sc aX LEE (20 M) AEA (50ng/ml) 和 FGF-10(50ng/ml) 的 
高 葡萄 糖 DMEM 培养 基 中 培养 3 天 以 产生 胰腺 内 胚层 细胞 。 在 这 一 步骤 之 后 ,将 细胞 在 
含有 GlutaMAX(1% )、 无 视 黄 酸 的 B27(1% )、 抗 坏 血 酸 (50 u g/ml), Pen/Strep (196 )、 
SB431542 (6 HM) 和 头 和 蛋白 (50ng/ml) 的 高 葡萄 糖 DMEM 培养 基 中 培养 3 天 。 接 着 ,将 细胞 
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在 补充 有 y 分 泌 酶 抑制 剂 (2 uM 的 DAPT) 的 之 前 的 高 和 葡萄糖 DMEM 培养 基 中 培养 1 至 2 
天 。 从 这 一 阶段 ,将 细胞 在 含有 和 葡萄糖 (AOmM) 、 烟 酰胺 (10mM) ~ SB431542 (6 u M) ALS Be 
白 (50ng/ml) 的 SFD 培养 基 中 培养 1 至 2 天。 最 后 ,在 接 下 来 的 10 天 内 ,将 细胞 在 含有 
SB431542 (5. 4u M) AE Á (50ng/ml) . Ji ay A (800pM, 0. 47 u 1/m1) 和 烟 酰 腕 (10mW 的 
SFD 培养 基 中 进行 培养 ,所 述 培养 在 男 外 添加 葡萄 糖 (40mM) 和 未 另外 添加 葡萄 糖 的 此 培养 
FEZ [ABER 20 FF 
[0256] “对 于 取样 ,从 转 瓶 中 取出 期 望 体 积 的 聚集 体 并 通过 离心 (0200 rpm. 5 分钟) 使 聚集 
体 旋转 沉淀 。 将 聚集 体 通过 胰 和 蛋白 酶 消化 个 体 化 , 狮 灭 , 洗 泡 并 确定 在 该 过 程 中 不 同 天 数 的 
活 细 胞 计数 (图 5) 。 针 对 PDX-1 的 存在 通过 进行 细胞 内 染色 来 对 经 个 体 化 的 细胞 进行 染 
色 , 并 通过 流 式 细胞 术 获 取 阳 性 细胞 百分比 (图 6 和 7) 。 在 胰腺 分 化 过 程 的 第 15 天 ,将 完 
整 的 15 天 龄 EPC 聚集 体 包 埋 在 组 织 凝 胶 中 并 通过 免疫 组 织 化 学 针对 PDX-1 的 存在 进行 染 
f (图 8)。 

[0257] ”为 了 评估 聚集 体 的 分 化 状态 , 在 胰腺 分 化 过 程 的 第 18 天 ,将 完整 的 15 天 龄 EPC R 
集体 包 埋 在 组 织 凝 胶 中 并 通过 免疫 组 织 化 学 针对 促 生 长 素 抑制 素 ( 图 LOA 至 100) 、 胰 高 ] 
糖 素 (图 10D 至 10P) 和 胰岛 素 (图 106 至 10D. 的 存在 进行 染色 。 发 现 ,聚集 体 对 促 生 长 素 
抑制 素 和 胰 高 血糖 素 的 表达 是 阴性 的 但 对 胰岛 素 的 表达 是 阳性 的 。 在 将 聚集 体 解 离 之 后 ， 
针对 在 胰腺 分 化 第 18 天 的 15 天 龄 EPC 聚集 体 中 的 C. 肽 、 胰 高 血糖 素 和 胰岛 素 表达 进行 细 
胞 内 染色 (图 1D 。 标 志 物 表达 的 数据 总 结 于 表 2 中。 由 EPC 产 生 B 细胞 的 过 程 的 效率 为 
0. 396, 
[0258] Æ 2. B 细胞 聚集 体 培养 物 中 的 胰 高 血糖 素 、C 肽 、 促 生长 素 抑制 素 和 胰 怠 素 表 达 
谱 的 总 结 
[0259] 


ZI 物 


生长 素 抑 制 素 


[0260] ”为 了 进一步 评估 聚集 体 的 分 化 状态 ,使 用 RNeasy 微型 试剂 盒 (Qiagen) 从 全 胰腺 、 
胰岛 和 20 天 龄 聚集 体 分 离 总 RNA 并 用 不 含 RNase 的 DNase Qiagen) 处 理 。 使 用 随机 六 聚 体 
RUSE SE (dT) 用 Superscript III 道 转录 酶 (Applied Biosystems) 将 RNA 道 转录 成 cDNA. 
使 用 前 述 Taqman 探 针 和 引物 在 LightCycler 48011 (Roche) 上 进行 gPCR (Nostro 等 , 2008) 
(图 12) 。 以 管家 基因 GAPDH 归 一 化 表达 水 平 。 

[0260] ”使 用 Mercodia 超 灵 敏 C 肽 ELISA 试剂 盒 (Mercodia) 如 先前 所 述 (D' Amour 等 ， 
2006) 进行 C 肽 释放 测定 。 简 言 之 , 将 来 自 每 个 iPSC 克隆 之 在 B 细胞 分 化 方案 中 超过 25 
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天 的 聚集 体 置 于 24 孔 板 内 的 millicell PCF fi 
0: 下 在 lml KRBH 培养 基 中 平衡 1 NES BEN SEES 
的 KRBH 培养 基 的 第 二 孔 中 , 并 在 37C 和 5% C0,、20% 0, FEES EE 1 小 时 。 最 后 ,将 聚集 
体 置 于 lml 补充 有 2. 8mM 葡萄 糖 的 KRBH 培养 基 中 并 在 37 CH 5% 00,. 2096 0, FAKER A 
1 小 时 。 需 极度 小 心 以 在 孔 转 移 间 排 


在 -20C。 还 使 用 约 30 个 人 成 体 胰 


础 ) EK 28mM Cf] AERE). 刺激 iPSC 衍 生 的 8 细胞 禾 


并 确定 每 份 样品 的 总 活 细胞 计数 。 


说 BB 书 


聚集 体 的 所 有 残余 流 
岛 作为 该 测定 的 阳性 对 照 。 
1 尸体 成 体 胰 名 后 ,将 聚集 体 用 TryPLE 消化 
基于 从 每 份 样品 取得 的 总 活 细胞 数 归 一 化 C HA A (图 


RAH. OE 
案 集 体 置 于 包含 Iml 补充 有 2. SmM 葡萄 糖 
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聚集 体 在 37°C il 596 C0,、20% 


体 。 收 集 留 下 的 上 清 液 并 储存 
TEH D- 葡萄 糖 以 2. 8mM( 基 


13)。 原 代 人 胰岛 购买 自 威 
Madison islet core division). 
[0262] 
[0263] 


的 细胞 密 
使 用 由 Nostro 等 
6 天 以 3D 形式 
胞 分 化 i 
[0264] 

获 细 胞 ， 


(2011) 所 述 并 由 


实施 例 11- 在 无 MEF 的 情况 下 昌 
收获 2. 038AT4EPC 培养 物 并 使 用 0.5% 胰 
浮 液 狮 灭 ,洗涤 并 与 Matrigel (0. 3mg/ml) 混合 。 在 低 


Cheng 等 


Nkx6. 1. ft ^E KAH 


JR Rm 


(2012a) 


b. B 
点 图 。 
[0265] 
[0266] “如 上 所 述 , 通 过 MACS 分 离 
aT ATP ein 


所 提供 。 


[0267] ”纯化 EPC 培 养 物 并 在 EPC 循 环 培 


24B 中 示 出 了 在 针对 促 生 长 素 捉 第 


细胞 类 型 的 分 化 培 


实施 例 12- 在 无 MEF 的 情况 下 由 以 3D 聚集 体 增 
来 纯化 由 2.038 细 胞 在 悬浮 培养 物 中 产生 的 EPC, 并 将 其 
基 中 。 对 于 EP 细胞 的 胰腺 分 化 ,以 2D 形式 利用 由 
Nostro “ (2011) 所 述 并 由 Cheng 等 (2012a) 进一步 改进 的 方案 。2 方法 的 方案 如 图 


HLA 3D 聚集 体 增 
和 蛋白酶 溶液 进行 个 体 化 。 将 所 得 
氧 条 件 下 ,将 聚集 体 以 30 万 细胞 /ml 
度 置 于 EPC 循环 培养 基 中 。 最 初 5 天 将 细胞 用 新 鲜 的 EPC 循环 培养 基 进 料 , 并 且 
一 步 改进 的 方法 在 重新 
起 始 B 细胞 分 化 。3D 方法 的 方案 如 图 23 所 提供 。 
起 始 之 前 将 EPC 通过 MACs 分 离 进 行 纯化 。 
通过 流 式 细胞 术 分 析 对 由 2. 038AT4 细胞 衍生 的 第 
使 用 4%% 多 聚 甲 醛 固 定 ,使 用 0. 1%% 皂 背 透 化 并 通过 流 式 细胞 术 针 对 PDX、NeuroD1、 
糖 系 和 C 肽 的 存在 进行 染 


NW 


xL 


rb E A oed TE I BER AB (University of Wisconsin 


兽 殖 的 EPC 产生 B 细胞 


gulis 


聚集 后 的 第 
在 该 方案 中 ,可 在 B 细 


28 天 未 期 B 细胞 进行 分 析 。 收 


jet. K 


24A 中 示 出 了 阳性 细胞 百 


UR /C BRAUER 


糖 素 /C 肽 进行 染色 后 产生 的 


兽 殖 的 EPC 产生 B 细胞 
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基 存 在 下 将 其 铺 板 在 洁净 Matrigel 上 


5 天。 如 下 起 始 B 细胞 分 化 :将 细胞 置 于 含有 Wnt3A (3ng/ml)、FGF-10(50ng/ml) 和 


Dorsomorphin (0. 75 uM) 的 SFD BF 
含有 GlutaMAX (196 )、 无 视 黄 


BEY B27 (1 % ) 、 抗 坏 ] 


芝 中 3 天 以 产生 前 肠 / 中 鹏 内 胜 层 细胞 。 将 细胞 在 


R (50 ug/ml), Pen/Strep (196 )、 


KAAD- 环 巴 胺 (0. 25 uM). Jo Be ES 


(24 M) 、 头 蛋白 


高 葡萄 糖 DMEM 38% 34 
含有 GlutaMAX (196 ) 、 无 视 黄 


在 补充 有 v ring 
天 。 从 这 一 


EIN B27 (196 ) HTH] 
SB431542(6 uM 和 头 和 蛋白 (50ng/ml) 的 高 葡萄 糖 DMEM 培养 


阶段 , 将 细胞 在 含有 葡萄糖 (40mM) ~ A 
Al (50ng/ml) 的 SFD 培养 基 中 培养 1 至 2 天 。 最 后 ,在 接 下 来 的 10 天 内 ,将 细胞 在 含有 
SB431542 (5. 4u M, AE K (50ng/mD) . JE 


FEM HEHE 3 天 以 产生 胰腺 内 胚层 细胞 。 


(50ng/ml) 和 FGF-10 (50ng/ml) 的 
在 这 一 步骤 之 后 ,将 细胞 在 


R (50 u g/ml), Pen/Strep (196 )、 


基 中 培养 3 天 。 接 着 ,将 细胞 


7) (2u M AY DAPT) 的 之 前 的 高 和 葡萄糖 DMEM 培养 基 中 塔 养 1 至 2 


酰胺 (10mM) . SB431542 (6 uM) 和 头 蛋 


3T 


Ej 3€ (800pM, 0. 47 u 1/mD) 和 烟 


Hj (10mM) 的 
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SFD 培养 基 中 进行 培养 ,所 述 培养 在 另外 添加 和 葡萄糖 (40mM) 和 未 另外 添加 简 欧 糖 的 此 培养 
基 之 间 每 天 交替 。 在 以 2D 形式 分 化 的 第 10 天 至 第 15 天 检测 到 单 激 素 B 细胞 的 存在 。 
[0268] ”在 分 化 的 第 15 天 收获 B 细胞 培养 物 ,固定 并 染色 以 通过 细胞 内 流 式 细胞 术 量 化 
PDX/NeuroD1/C k / 胰 高 血糖 素 / (RAK RMR (E 26A) 。 末 期 培养 物 揭示 了 存在 12% 
单 激素 细胞 。 末 期 培养 物 对 PDX 和 NeuroD1 呈 阳 性 。 未 期 聚集 体 揭示 了 对 和 葡萄糖 的 响应 性 
(图 26B) 。 如 所 述 进行 葡萄 糖 响应 测定 并 将 数据 以 细胞 数目 归 一 化 。 

[0269] ”使 用 Mercodia 超 灵 敏 C 肽 ELISA 试剂 盒 (Mercodia) 如 先前 所 述 (D' Amour 等 ， 
2006) 进行 C 肽 释放 测定 。 简 言 之 ,将 来 自 每 个 iPSC 克隆 之 在 B 细胞 分 化 方案 中 超过 25 
天 的 聚集 体 置 于 24 孔 板 内 的 millicell PCF 插入 物 中 。 将 聚集 体 在 37C 和 5% C0,. 2096 
0 下 在 Iml KRBH 培养 基 中 平衡 1 小 时 。 接 着 , 将 聚集 体 置 于 包含 0. 5ml 补充 有 系列 递增 水 
平 的 葡萄 糖 (lmM 至 20mM) 的 KRBH 培养 基 的 第 二 孔 中 。 每 个 旷 育 在 37°C RI 5% CO,.20% 0, 
下 持续 20 分 钟 。 需 极度 小 心 以 在 孔 转 移 间 排出 所 有 残余 流体 中 的 聚集 体 。 收 集 留 下 的 上 
清 液 并 储存 在 -20C 。 在 实验 结束 后 ,将 聚集 体 用 TryPLE 消化 并 确定 每 份 样品 的 总 活 细胞 
计数 以 归 一 化 数据 。 基 于 从 每 份 样品 取得 的 总 活 细胞 数 归 一 化 5 A 

[0270] ”实施 例 13. 在 无 MEF 的 情况 下 以 3D 聚集 体 增 殖 的 2. 038AT4EPC 产生 B 细胞 
[0271] ”使 用 2.5ng/ml BMP4 在 无 CHIR 的 情况 下 在 民 诱导 期 间 于 低 氧 条 件 下 , 将 
2. 038AT4. 14EGN ( 也 称 为 2. 038AT4) 细胞 维持 在 Essential 8 中。 在 低 氧 条 件 下 在 无 MEF 
的 情况 下 ,将 DE 维持 在 EPC 循环 培养 基 中 。 培 养 基 补 充 有 新 霉 素 (100ug/ml) MEMEK 
(600ng/ml) 以 用 于 iPSC 培养 、 DE 培养 和 EPC 循环 。 在 P7, 收 获 EPC, 并 使 用 CD34/CXCR4/ 
CD117 进行 MACS 纯化 。 在 Rock 抑制 剂 存在 下 ,将 经 纯化 的 细胞 铺 板 在 洁净 Matrigel E. 
[0272] ”根据 由 Nostro 等 (2011) 所 述 并 由 Cheng 等 (2012a) 进一步 改进 的 方案 在 重新 聚 
集 后 5 天 以 2D 形式 起 始 B 细胞 分 化 。 在 B 细胞 分 化 过 程 中 的 不 同 阶段 添加 Dox。 在 B 
细胞 分 化 的 第 6 天 至 15 天、B 细胞 分 化 的 第 8 天 至 15 天 或 者 B 细胞 分 化 的 第 10 天 至 15 
天 进行 Dox (1. 5 u g/ml) 诱导 。 在 B 细胞 分 化 的 第 15 天 收获 细胞 , 固定 并 染色 以 通过 细胞 
内 流 式 细胞 术 量 化 PDX/NeuroD1/C 肽 / 胰 高 血糖 素 / 促 生 长 素 抑制 素 。 对 第 15 天 的 新 出 
现 B 细胞 的 分 析 揭 示 了 PDX( 图 27A 至 27D), NeuroD1 ( 图 27E 至 27H) 和 促 生 长 素 抑制 素 
/ 胰 高 血糖 素 /C 肽 (图 27I 至 27L) 的 存在 。 分 化 第 15 天 的 B 细胞 揭示 了 PDX、NeuroD1 
TH 肽 阳性 细胞 的 存在 以 及 少量 的 促 生 长 素 抑制 素 阳 性 细胞 和 缺乏 胰 高 血糖 素 阳 性 细胞 。 
在 分 化 过 程 中 的 第 10 天 至 第 15 天 添加 Dox 揭示 了 最 高 水 平 的 单 激素 C 肽 阳性 细胞 。 
[0273] ”实施 例 14- 由 2. 038AT4 细胞 衍生 的 葡萄 糖 响 应 性 未 期 B 细胞 

[0274] ”如 实施 例 12 中 所 述 进行 C 肽 释放 测定 。 在 第 10 天 至 第 15 天 用 Dox 诱导 来 诱导 
的 B 细胞 培养 物 对 lmM 至 5mM 葡萄糖 产 生 响 应 ( 图 28) 。 与 未 经 诱导 的 条 件 相 比 ,在 Dox 
诱导 的 培养 物 中 具有 较 高 的 细胞 数目 。 
[0275] Æ B 细胞 分 化 的 第 15 天 收获 细胞 ,固定 并 染色 以 通过 细胞 内 流 式 细胞 术 量 化 
PDX/NeuroD1/C Jk / 胰 高 血糖 素 / 促 生长 素 抑 制 素 。 将 B 细胞 置 于 末期 培养 基 中 以 对 末 
期 B 细胞 培养 物 进 行 大 量 分 析 。 培 养 物 揭示 了 单 激素 细胞 在 培养 物 中 存在 多 至 4 周 ( 图 
29) 。 

[0276] Æ P 细胞 分 化 的 第 10 天 至 第 15 天 ,通过 添加 Dox (1. 5u g/ml) 再 次 进行 该 实验 。 
在 B 细胞 分 化 的 第 15 天 收获 细胞 并 通过 细胞 内 流 式 细胞 术 测 定 PDX/NeuroD1/C 肽 / 胰 高 
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糖 素 / 促 生 长 素 抑制 素 的 表达 水 平 。 细 胞 揭示 了 25% 22 30% H] PDX/NeuroD1 表达 。 总 C 
肽 水 平 为 约 10% ,其 中 5%% 的 细胞 似乎 是 单 激素 的 。 未 记录 到 胰 高 血糖 素 表达 。 如 上 文 所 
述 进行 C 上 肽 释放 测定 。 结 果 揭 示 了 lmM 至 15mM 葡萄 糖 的 剂量 依赖 性 响应 。 经 Dox 诱导 的 
和 未 经 诱导 的 B 细胞 培养 物 二 者 均 能 够 引起 对 葡萄糖 的 剂量 依赖 性 响应 ( 图 30) 。 

[0277] ”实施 例 15- 对 末期 培养 物 的 qPCR 分 析 

[0278] ”在 37C 下 ,使 用 0.5%% 胰 和 蛋白酶 -EDTA 每 4 天 至 5 天 收获 EPC 10 分 钟 至 20 分钟 。 
用 移 液 管 剧烈 抽 打 细胞 以 产生 单 细 胞 悬浮 物 。 使 用 来 自 Qiagen 的 Rneasy Plus 微型 试剂 
fx CE #74136) 根据 生产 商 的 说 明 分 离 RNA。 使 用 Nanodrop 2000 进行 RNA 量化 。 用 
来 自 Promega 的 ImProm-II RT 系统 (目录 #43800) 根据 生产 商 的 说 明道 转录 RNA。 使 用 
TaqMan Gene ExpressionMaster Mix( 目录 #4369016) 和 TaqMan 探 针 (目录 84331182 ; 
INS :Hs02741908 ml ;GCG :Hs01031536_ml ;SST :Hs00356144 ml ;神经 元 素 3 :Hs01875204 
s1 ;NKX6. 1 :Hs00232355_ml ;PDX1 :Hs00236830. m1 ;NeuroD1 :Hs01922995 sl ;GAPDH : 
Hs99999905 m1) 进行 rt-PCR ( 技术 性 地 重复 三 次 ) 并 在 Roche LightCycler 上 运行 45 个 
循环 (图 31) 。 使 用 相同 遗传 背景 的 未 分 化 iPSC 作为 阴性 对 照 。 使 用 由 UW Islet Core tE 
供 的 全 胰腺 RNA (Ambion 目录 #AM7954) 和 人 胰岛 作为 阳性 对 照 。 使 用 相同 遗传 背景 的 未 分 
化 iPSC 作为 阴性 对 照 。 用 GAPDH 归 一 化 通过 DeltaCp 计算 倍数 诱导 。 

[0279] ”实施 例 16- 对 iPSC/DE/EPC/ B 细胞 之 ERG 和 GFI 表达 的 qPCR 分 析 

[0280] ”由 2. 038 和 2.038AT4 细胞 量化 在 该 过 程 中 的 不 同 阶段 ERG6( 图 32A) 和 GFI( 图 
32B) 转录 本 的 水 平 。 仅 在 B 细胞 分 化 阶段 施加 2. 038AT4 细胞 的 Dox 诱导。 通常 在 含有 新 
A (100 u g/mL) AUR (600ng/mL) 的 培养 基 中 培养 来 自 2. 038ATA 的 细胞 ,不 管 分 
化 阶段 为 何 。 HRA Qiagen 的 Rneasy Plus 微型 试剂 盒 (目录 #74136) 根据 生产 商 的 说 
明 从 由 2.038 细胞 和 2.038AT4 细胞 衍生 的 未 分 化 iPSC、DE、EPC 和 B 细胞 培养 物 分 离 RNA。 
使 用 Nanodrop 2000 进行 RNA 量 化 ,使 用 来 自 Promega 的 ImProm-II RT 系统 (目录 #A3800) 
根据 生产 商 的 说 明道 转录 RNA。 使 用 TagqManGene Expression Master Mix ( H 3¢ #4369016) 
和 TaqMan 探 针 (ERG :Hs01554629 ml ;GFI1 :Hs00382207_ml ;GAPDH :Hs99999905 m1) 进行 
rtPCR( 技术 性 地 重复 三 次 ) 并 在 Roche LightCycler 上 运行 45 个 循环 。 以 GAPDH 归 一 化 
通过 DeltaCp 计算 倍数 诱导 。 使 用 相同 遗传 背景 的 未 分 化 iPSC 作为 阴性 对 上 照 。 使 用 由 UW 
Islet Core 提供 的 全 胰腺 RNA (Ambion 目录 #AM7954) 和 人 胰岛 作为 阳性 对 照 。 

[0281] “2.038AT4iPSC 揭 示 了 在 未 经 Dox 诱导 的 选择 条 件 下 ERGVGFI 转录 本 的 存在 并 且 在 
整个 EPC 循环 期 间 维持 一 定 水 平 。 在 B 细胞 分 化 期 间 , 通过 Dox 诱导 转录 本 的 水 平 略微 提 
高 。 亲 代 2. 038EPC 培养 物 揭示 了 :在 EPC 循环 和 B 细胞 分 化 期 间 ,ERG 的 水 平 上 调 。 不 受 
理论 的 束缚 , 这 些 数 据 表 明了 在 循环 期 间 ERG 和 GFI 在 促进 EPC 培养 物 的 存活 和 维持 中 的 
作用 。 与 未 经 诱导 的 条 件 相 比 ,经 Dox 诱导 的 培养 物 具 有 较 高 的 细胞 数目 ,因此 这 些 转 录 因 
子 可 有 助 于 保护 由 EPC 衍生 的 B 细胞 。 

[0282] * * * 

[0283] ”根据 本 公开 内 容 , 无 需 过 度 实验 即 可 进行 和 实践 本 文中 所 公开 并 要 求 保 护 的 所 有 
方法 。 虽 然 已 经 依据 一 些 优选 实施 方案 对 本 发 明 的 组 合 物 和 方法 进行 了 描述 , 但 是 对 本 领 
域 技 术 人 员 明 显 的 是 ,可 对 本 文中 所 述 的 方法 ,方法 的 步骤 或 方法 的 步 又 顺 序 进行 改变 而 
不 脱离 本 发 明 的 概念 .精神 和 范围 。 更 特别 地 ,明显 的 是 , 某 些 化 学 和 生理 学 上 均 相 关 的 物 
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